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Τα ψυχανθή αποτελούν µια από τις πολυπληθέστερες οµάδες των δικοτυλήδονων 
φυτών και ανήκουν στην οικογένεια Leguminosae. Καρπός των ψυχανθών είναι τα όσπρια, 
τα οποία θεωρούνται από τις πιο θρεπτικές τροφές της Μεσογειακής διατροφής, καθώς 
περιέχουν πλήθος ωφέλιµων συστατικών, µεταξύ των οποίων περιλαµβάνονται οι 
πολυφαινόλες. Οι πολυφαινόλες είναι οργανικές ενώσεις µε σπουδαίες αντιοξειδωτικές και 
αντικαρκινικές ιδιότητες, στις οποίες οφείλεται η ικανότητά τους να δρουν ως 
χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες. Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν κλάσµατα 
καθαρών µορίων, πλούσια σε πολυφαινόλες, τα οποία αποµονώθηκαν από τα υπέργεια 
τµήµατα των φυτών Vicia faba και Lotus edulis. Συγκεκριµένα µελετήθηκαν εφτά µόρια 
από το φυτό Vicia faba και τρία µόρια από το φυτό Lotus edulis. Σκοπός της εργασίας ήταν 
η µελέτη της επίδρασης τους στην ενεργότητα ευκαρυωτικών τοποϊσοµερασών και 
συγκεκριµένα στην τοποϊσοµεράση I του σίτου και στην ανθρώπινη τοποϊσοµεράση I. Η 
τοποϊσοµεράση Ι αποτελεί ένζυµο σηµαντικό για πολλές κυτταρικές διεργασίες, ενώ είναι 
ενδεικτική η αυξηµένη έκφρασή της στα καρκινικά κύτταρα. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η 
δράση της τοποϊσοµεράσης I του σίτου αναστέλλεται από ένα κλάσµα του φυτού Lotus 
edulis και από τέσσερα κλάσµατα του φυτού Vicia faba. Αντίστοιχα η ανθρώπινη 
τοποϊσοµεράση I αναστέλλεται από ένα κλάσµα του φυτού Lotus edulis και από πέντε 
κλάσµατα του φυτού Vicia faba. Επιπλέον υπολογίσθηκαν οι τιµές IC50 των κλασµάτων για 
την κάθε τοποϊσοµεράση. Η αναστολή που έδειξαν τα συγκεκριµένα φυτικά εκχυλίσµατα 
στη δράση της τοποϊσοµεράσης I τα καθιστά πιθανούς αντικαρκινικούς παράγοντες, 
διευρύνοντας έτσι τις προοπτικές της πρόληψης του καρκίνου.  
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly







Τα ψυχανθή ανήκουν στην οικογένεια των φυτών Leguminosae, που αποτελεί 
οµάδα δικοτυλήδονων φυτών και απαριθµεί 9.861 είδη, τα οποία κατανέµονται σε µεγάλο 
αριθµό γενών. Η οικογένεια των ψυχανθών (Fabaceae ή Leguminosae) είναι µια πολύ 
µεγάλη και οικονοµικά σηµαντική οικογένεια ανθοφόρων φυτών, που είναι κοινά γνωστή 
ως η οικογένεια των οσπρίων. Η ονοµασία “Fabaceae” προέρχεται από το εκλιπόν γένος 
Faba, που τώρα συµπεριλαµβάνεται στο γένος Vicia. Η ονοµασία Leguminosae είναι µια 
παλαιότερη αλλά ακόµη έγκυρη ονοµασία και αναφέρεται στον τυπικό καρπό αυτών των 
φυτών που αποκαλείται legume (όσπριο). Πρόκειται για την τρίτη σε µέγεθος οικογένεια 
ανθοφόρων φυτών, µετά από εκείνες των Ορχιδεών (Orchidaceae) και των Σύνθετων 
(Compositae ή Asteraceae), µε 730 γένη και πάνω από 19.400 είδη. Το µεγαλύτερο γένος 
είναι το Astragalus µε περισσότερα από 2.000 είδη, ακολουθεί η Acacia µε περισσότερα από 
900 είδη και η Indigofera µε περίπου 700 είδη. Άλλα µεγάλα γένη είναι τα Crotalaria µε 
600 είδη και Mimosa µε 500 είδη. 
Τα είδη αυτής της οικογένειας είναι ευρέως διαδεδοµένα και αναπτύσσονται σε πολύ 
διαφορετικά περιβάλλοντα και κλίµατα. Ένας µεγάλος αριθµός από αυτά αποτελεί 
σηµαντικά αγροτικά φυτά, συµπεριλαµβανοµένων των: Glycine max (σόγια), Phaseolus 
(φασόλια), Pisum sativum (µπιζέλι), Cicer arietinum (ρεβύθι), Medicago sativa (ήµερο 
τριφύλλι) και Arachis hypogaea (αραχίς), που είναι από τα πλέον γνωστά µέλη της 
οικογένειας των ψυχανθών. Ορισµένα είδη είναι επίσης φυτοπαράσιτα σε διαφορετικά µέρη 
της γης, όπως τα Cytisus scoparius (κύτισος) και κάποια είδη Lupinus (www.minagric.gr, Η 
οικογένεια των Leguminosae). 
Τα Ψυχανθή ποικίλλουν σε µορφή από γιγάντια δέντρα (όπως το είδος Koompassia 
excelsa) µέχρι µονοετείς πόες, µε την πλειονότητα να ανήκει στις πολυετείς πόες. Τα φυτά 
έχουν ισχυρό πασσαλώδες ριζικό σύστηµα µε πολυάριθµες διακλαδώσεις. Στην κύρια ρίζα 
και στις διακλαδώσεις παρατηρούνται εξογκώσεις που ονοµάζονται φυµάτια, τα οποία 
σχηµατίζονται από τη συµβιωτική σχέση των αζωτοβακτηρίων του γένους Rhizobium ή 
Bradyrhizobium µε τα φυτά. Τα αζωτοβακτήρια έχουν την ικανότητα να δεσµεύουν 
ατµοσφαιρικό άζωτο και να το αποδίδουν στα φυτά σε άµεσα αφοµοιώσιµη µορφή.  
Οι βλαστοί φέρουν συνήθως διακλαδώσεις, µπορεί να είναι λείοι ή τριχωτοί µε 
όρθια, έρπουσα ή αναρριχώµενη ανάπτυξη. Τα δύο πρώτα πραγµατικά φύλλα είναι 
συνήθως απλά, εκφύονται αντίθετα στον πρώτο κόµβο του βλαστού, ενώ τα υπόλοιπα 
φύλλα είναι σύνθετα κατά εναλλαγή. Τα φύλλα αποτελούνται από τρία ή περισσότερα 
φυλλάρια περιττόληκτα ή αρτιόληκτα που διαφέρουν σε υφή, σχήµα αριθµό και µέγεθος, 
ανάλογα µε το είδος και την ποικιλία. Σε µερικά είδη το ακραίο φυλλάριο ή το ζεύγος των 
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φυλλαρίων µπορεί να αντικαθίσταται από απλή ή διακλαδιζόµενη έλικα. Στη βάση του 
σύνθετου φύλλου διακρίνεται ένα ζευγάρι µικρότερων φυλλαρίων, που ονοµάζονται 
παράφυλλα, τα οποία ποικίλλουν σε σχήµα και µέγεθος. 
Οι ταξιανθίες είναι επάκριες ή µασχαλιαίες και τα άνθη τους είναι διατεταγµένα σε 
κεφαλές ή βότρυς. Το άνθος των ψυχανθών περιλαµβάνει ένα σωληνοειδή κάλυκα που 
καταλήγει σε πέντε ανισοµήκη ή σχεδόν ισοµήκη δόντια και τη στεφάνη, που αποτελείται 
από πέντε πέταλα τριών διαφορετικών ειδών: το µεγαλύτερο πέταλο που είναι ο πέτασος, 
δύο όµοια µεταξύ τους, ελεύθερα το ένα από το άλλο, που ονοµάζονται πτέρυγες και δύο 
ενωµένα µεταξύ τους πέταλα που αποτελούν την τρόπιδα. Στο εσωτερικό της τρόπιδας 
βρίσκονται δέκα στήµονες, τα νήµατα των οποίων µπορεί να είναι ενωµένα µεταξύ τους 
σχηµατίζοντας ένα σωλήνα που περιβάλλει τον ύπερο ή µπορεί ο ένας να είναι ελεύθερος 
και οι υπόλοιποι εννέα ενωµένοι. Ο ύπερος είναι επιφυής και αποτελείται από ένα 
καρπόφυλλο, το οποίο σχηµατίζει ένα στύλο που καταλήγει σε ένα µόνο στίγµα. Το 
καρπόφυλλο αποτελείται από µία ωοθήκη που περικλείει µία ή περισσότερες σπερµατικές 
βλάστες (ωάρια). Ο καρπός είναι ένας λοβός µε δύο τοιχώµατα, τα οποία συνδέονται µε 
δύο ραφές. Ο λοβός ποικίλλει σε σχήµα, υφή, χρώµα, µέγεθος και στο εσωτερικό του 
βρίσκεται ένας ή περισσότεροι σπόροι ενωµένοι µε το λοβό στο σηµείο του οφθαλµού (µάτι 
ή hilum) µέσω του οµφαλικού ιµάντα (www.minagric.gr, Μορφολογικά χαρακτηριστικά 
ψυχανθών). 
Τα ψυχανθή είναι από τα πιο χρήσιµα φυτά στον άνθρωπο. Η χρησιµότητά τους 
είναι πολλαπλή. Πάνω από όλα είναι από τις πιο θρεπτικές τροφές και για τον ίδιο και για τα 
ζώα. Έχουν περισσότερο λεύκωµα από τα σιτηρά, πιο πολλές θερµίδες (1 κ. όσπρια περίπου 
2.660 θερµίδες) και περιέχουν αλκαλικές βάσεις αναγκαίες για τον οργανισµό. Παράλληλα 
είναι και από τα πιο φτηνά, από οικονοµική άποψη, προϊόντα, γιατί η καλλιέργειά τους είναι 
εύκολη (www.livepedia). Αποτελούν σηµαντική πηγή αµύλου, πρωτεϊνών και µετάλλων 
όπως ασβέστιο, σίδηρος, κάλιο, µαγνήσιο και ψευδάργυρο. Έχουν χαµηλή περιεκτικότητα 
σε νάτριο και λιπαρά. Η πλούσια σε θρεπτικά συστατικά σύστασή τους τα καθιστά ιδανικές 
τροφές, παρόλο που η κατανάλωσή τους στο ∆υτικό κόσµο είναι περιορισµένη. Επιπλέον τα 
ψυχανθή χρησιµοποιούνται και σε άλλους τοµείς, όπως για παράδειγµα στη φαρµακευτική, 
στις βιοµηχανίες υφαντουργίας και χρωστικών ουσιών, στην ανθοκοµία, στην ξυλουργική 
ακόµα και ως καλλωπιστικά διακοσµητικά φυτά (www.livepedia). 
Τα ψυχανθή έχουν διάφορες ευεγερτικές ιδιότητες, όπως για παράδειγµα χαµηλό 
γλυκαιµικό δείκτη, µε αποτέλεσµα να συµβάλλουν στη διατήρηση των χαµηλών επιπέδων 
της χοληστερόλης. Παράλληλα, έχει δειχτεί ότι περιέχουν ουσίες, οι οποίες µπορούν να 
δράσουν ως χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες. Επιπλέον οι πρωτεΐνες των ψυχανθών είναι 
αρκετά ωφέλιµες για την υγεία, εφόσον έχει παρατηρηθεί ότι έχουν ευεργετικές επιδράσεις 
σε ασθένειες όπως ο διαβήτης, καρδιαγγειακές παθήσεις, παθήσεις του γαστρεντερικού 
σωλήνα, και στη παχυσαρκία. Παρόλα αυτά τα διάφορα είδη των ψυχανθών παρουσιάζουν 
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διαφορετικές επιδράσεις στον οργανισµό, οι οποίες οφείλονται στη διαφορετική σύσταση 
των ψυχανθών (Madar et al, 2002). 
Ωστόσο στους καρπούς των ψυχανθών, που είναι τα όσπρια, υπάρχουν και ορισµένα 
συστατικά όπως είναι οι αναστολείς τρυψίνης, τα φυτικά οξέα, οι ολιγοσακχαρίτες και οι 
σαπωνίνες, οι οποίες µπορεί να µην επιδρούν θετικά στον οργανισµό. Παράδειγµα 
συστατικών µε αρνητική επίδραση στον οργανισµό είναι οι αναστολείς τρυψίνης, οι οποίοι 
σχετίζονται µε την πρωτεϊνική πέψη και σε κάποιους οργανισµούς είναι ικανοί να 
προκαλέσουν προαγωγή των χηµικά επαγόµενων παγκρεατικών όγκων. Από την άλλη 
πλευρά αυτά τα φαινοµενικά µη ευεγερτικά συστατικά µπορούν να ωφελήσουν τον 
οργανισµό. Για παράδειγµα, τα φυτικά οξέα εµφανίζουν σηµαντικές αντιοξειδωτικές 
ιδιότητες, οι οποίες σχετίζονται µε τη µείωση του ρίσκου εµφάνισης καρκίνου του εντέρου 
και ίσως και του καρκίνου του µαστού. Επιπλέον έχει δειχθεί ότι οι ολιγοσακχαρίτες είναι 
υπεύθυνοι για την παραγωγή αερίων, τα οποία προάγουν την υγεία του εντέρου 
µειώνοντας παράλληλα το ρίσκο εµφάνισης καρκίνου. Τέλος οι σαπωνίνες παρατηρήθηκε 
ότι εµφανίζουν αντικαρκινική δράση αναστέλλοντας κατά 2/3 την ανάπτυξη των 
αζοξυµεθάνιο-επαγόµενων βλαβών στον έντερο. Εποµένως αν και οι προαναφερθείσες 
ουσίες φαίνεται να µην αποτελούν αµιγώς θρεπτικά συστατικά των ψυχανθών, εµφανίζουν 
ορισµένες ευεγερτικές ιδιότητες, οι οποίες τα καθιστούν σηµαντικούς αντικαρκινικούς 
παράγοντες (Messina, 1999).  
Ορισµένοι καρποί των ψυχανθών, όπως είναι τα κοινά φασόλια, περιέχουν µεγάλες 
ποσότητες τυραµίνης, γι΄ αυτό και η κατανάλωση τους πρέπει να αποφεύγεται όταν γίνεται 
παράλληλη λήψη αναστολέων των µονοαµινοξειδασών (MAOI). Επιπρόσθετα, τα 
ακατέργαστα κοινά φασόλια περιέχουν ουσίες όπως βισίνη και ισουραµίλη, οι οποίες 
µπορούν να προκαλέσουν αιµολυτική αναιµία στους ασθενείς που έχουν έλλειψη του 
ενζύµου G6PD, γνωστό ως φαινόµενο φαβισµού (favism). Οι περιοχές προέλευσης του 
φασολιού σχετίζονται µε περιοχές ανθεκτικότητας σε ελονοσία και υπάρχουν προτάσεις ότι 
η αναιµία ως αποτέλεσµα του φαινοµένου φαβισµού (favism) ενεργεί προστατευτικά στην 
ελονοσία. (www.worldlingo.com)  
 
Εικόνα 1: Σχηµατική απεικόνιση ψυχανθούς  
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 Οι πολυφαινόλες αποτελούν µια µεγάλη οµάδα φυτικών συστατικών, τα οποία 
συναντώνται κυρίως στο κυτταρικό τοίχωµα. Θεωρούνται πολύ σηµαντικές ενώσεις µε 
σπουδαία αντιοξειδωτική δράση, όπως επίσης και χηµειοπροστατευτική δράση έναντι 
διάφορων τύπων καρκίνων (Dragsted et al., 2003). Είναι σύνθετες ενώσεις αποτελούµενες 
από δύο ή περισσότερους φαινολικούς δακτυλίους και είναι δυνατόν να  
κατηγοριοποιηθούν σε περισσότερους από δέκα τύπους, ανάλογα µε τη χηµική δοµή τους. 
Τα φαινολικά οξέα, τα φλαβονοειδή, τα στιλβένια και οι λιγνάνες είναι από τις πιο άφθονες 
φυτικές πολυφαινόλες, από τις οποίες τα φλαβονοειδή και τα φαινολικά οξέα 
καταλαµβάνουν το 60% και 30% αντίστοιχα των συνολικών καταναλισκόµενων 
πολυφαινολών (Nichenametla et al., 2006).  
 Οι πολυφαινόλες αποτελούν ισχυρές αντιοξειδωτικές ουσίες και έχουν πολλαπλές 
ευεγερτικές ιδιότητες, όπως αντιφλεγµονώδεις, αντιαλλεργικές, αντικαρκινικές ιδιότητες, 
καθώς και ιδιότητες που εµποδίζουν τη διαδικασία της µεταλλαξιγένεσης και αυτήν της 
οστεοκλασίας που µπορεί να οδηγήσει στην οστεοπόρωση. Ως αντιοξειδωτικά παίζουν πολύ 
σηµαντικό ρόλο στην προστασία από το οξειδωτικό στρες, καθώς είναι ικανές να 
εξουδετερώνουν τις δραστικές ελεύθερες ρίζες που δηµιουργούνται, οι οποίες µπορούν να 
προκαλέσουν βλάβες στο DNA (Cantero et al., 2006). 
 Τροφές πλούσιες σε πολυφαινόλες είναι τα φρούτα, τα λαχανικά, το κρασί, το τσάι, 
ο καφές, το κακάο, τα δηµητριακά, το ελαιόλαδο και τα όσπρια. Έχει βρεθεί ότι η 
κατανάλωση τροφών πλούσιων σε πολυφαινόλες µειώνει την πιθανότητα ανάπτυξης 
καρδιοαγγειακών παθήσεων, διαβήτη και νευροεκφυλιστικών ασθενειών (Scalbert et al., 
2005). 
 
1.2.1 Φαινολικά Οξέα  
 
 Τα φαινολικά οξέα βρίσκονται σε µεγάλα ποσοστά στα φυτά και συνήθως αυτά που 
συναντώνται πιο συχνά είναι τα παράγωγα του υδροξυβενζοϊκού και του υδροξυκινναµικού 
οξέος. Στα παράγωγα του υδροξυβενζοϊκού οξέος συγκαταλέγονται το γαλλικό οξύ, το 
βανιλλικό οξύ, το προκατεχοϊκό οξύ και το συρινγικό οξύ, ενώ στα παράγωγα του 
υδροξυκινναµικού οξέος συγκαταλέγονται το π-κουµαρικό οξύ, το καφεϊκό οξύ και το 
φερουλικό οξύ. Τα υδροξυκινναµικά οξέα υπάρχουν κυρίως ως εστέρες µε καρβοξυλικά 
οξέα ή γλυκόζη και τα υδροξυβενζοϊκά οξέα υπάρχουν ως γλυκοσίδες (Nichenametla et al., 
2006). 
 Έχει βρεθεί ότι τα φαινολικά οξέα έχουν τόσο αντικαρκινική όσο και αντιοξειδωτική 
δράση. Πιθανοί χηµειοπροστατευτικοί µηχανισµοί που χρησιµοποιούνται από τα φαινολικά 
οξέα είναι η αναστολή της πρόσληψης και ενεργοποίησης του καρκινογόνου, αδρανοποίηση 
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του καρκινογόνου, παρεµπόδιση της πρόσδεσης του καρκινογόνου στο DNA καθώς και 
ενίσχυση της πιστότητας των επιδιορθωτικών µηχανισµών του DNA. Ως αντιοξειδωτικά τα 
φαινολικά οξέα δρουν εξουδετερώνοντας τις δραστικές ηλεκτρόφιλες ρίζες και τις ρίζες του 
οξυγόνου και αναστέλλοντας το µεταβολισµό του αραχιδονικού οξέος (Nichenametla et al., 
2006). 
 




 Τα φλαβονοειδή είναι από τις πιο άφθονες πολυφαινόλες που συναντώνται στα 
φυτά. Αποτελούν µια µεγάλη τάξη φαινολικών ενώσεων, οι οποίες έχουν µικρό µοριακό 
βάρος. Είναι παρόντα στα φύλλα, στους καρπούς, στο φλοιό και στα άνθη των φυτών και 
είναι ικανά να προσφέρουν σε αυτά προστασία από την υπεριώδη ακτινοβολία, από 
παθογόνους µικροοργανισµούς, καθώς και από τα φυτοφάγα ζώα (Heim et al., 2002). Τα 
φλαβονοειδή αποτελούνται από φαινολικούς και πυρανικούς δακτυλίους και 
κατηγοριοποιούνται ανάλογα µε τους υποκαταστάτες. Οµαδοποιούνται σε φλαβόνες, 
φλαβονόλες, φλαβανόνες, φλαβανονόλες, φλαβανόλες, ισοφλαβόνες, ανθοκυανιδίνες και 
προανθοκυανιδίνες, ανάλογα µε το βαθµό οξείδωσης του κεντρικού πυρανικού δακτυλίου. 
Οι δοµικές διαφορές των φλαβονοειδών συνοψίζονται στον πίνακα 1 και οι χηµικές τους 
δοµές δίνονται στην Εικόνα 3 (Nichenametla et al., 2006). 
 Οι φλαβονόλες είναι από τα πιο άφθονα φλαβονοειδή που υπάρχουν στις τροφές µε 
περισσότερο συνηθισµένες τις κερκετίνη, καιµπφερόλη και µυρικετίνη. Οι φλαβανόνες 
βρίσκονται συνήθως στα εσπεριδοειδή φρούτα και οι φλαβόνες στο σέλινο, ενώ οι 
κατεχίνες που ανήκουν στην κατηγορία των φλαβανολών βρίσκονται σε µεγάλες ποσότητες 
στο πράσινο και το µαύρο τσάι και στο κόκκινο κρασί. Οι ανθοκυανίνες βρίσκονται στις 
φράουλες και σε άλλα σαρκώδη φρούτα. Τέλος οι ισοφλαβόνες όπως οι γενιστεΐνη και 
ντενζεΐνη βρίσκονται στα όσπρια και κυρίως στη σόγια (Di Carlo et al., 1999). 
 Οι περισσότερες από τις ευεγερτικές επιδράσεις που έχουν τα φλαβονοειδή στην 
υγεία αποδίδονται κυρίως στην αντιοξειδωτική δράση τους και στην ικανότητα να 
σχηµατίζουν δακτυλίους µεταλλικών ιόντων. Πιο αναλυτικά, τα φλαβονοειδή έχουν την 
ικανότητα να µεταφέρουν τα ηλεκτρόνια των ελεύθερων ριζών, να σχηµατίζουν δακτυλίους 
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µεταλλικών καταλυτών, να ενεργοποιούν ένζυµα µε αντιοξειδωτική λειτουργία, να 
ελαττώνουν τις ρίζες της α-τοκοφερόλης και να αναστέλλουν οξειδάσες. Συγκεκριµένα, η 
αναστολή της λιπιδικής υπεροξείδωσης φαίνεται ότι αποτελεί τον κύριο 
καρδιοπροστατευτικό µηχανισµό των φλαβονοειδών. Κατά αυτόν τον τρόπο η κατανάλωση 
των φλαβονοειδών µπορεί να οδηγήσει σε µείωση του κινδύνου εµφάνισης καρκίνου και 
καρδιοαγγειακών παθήσεων (Heim et al., 2002) 
 
Πίνακας 1: ∆οµικές διαφορές ανάµεσα στις κατηγορίες των φλαβονοειδών  
Κατηγορία 
Άτοµα άνθρακα που 




Φλαβανόλες - 3-hydroxy, 3-ο-gallate 
Φλαβονόλες 2ος και 3ος 3-hydroxy, 4-oxo 
Φλαβόνες 2ος και 3ος 4-oxo 
Φλαβανόνες - 4-oxo 
Ανθοκυανιδίνες 1ος και 2ος, 3ος και 4ος 3-hydroxy 
 
 
Εικόνα 3: Χηµική δοµή φλαβονοειδών 
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 Οι κατεχίνες είναι παρούσες σε µεγάλες ποσότητες στο πράσινο τσάι και περιέχονται 
σε ικανοποιητικές ποσότητες σε φρούτα, όπως τα βατόµουρα. Στις κατεχίνες οφείλονται η 
πικρή γεύση και η στυπτικότητα των φρούτων. Μερικές από τις κατεχίνες που συναντώνται 
στο τσάι είναι η επικατεχίνη, η επιγαλλοκατεχίνη, η γαλλοκατεχίνη και η επιγαλλοκατεχίνη 
(epigallocatechin-3-gallate, EGCG) (Nichenametla et al., 2006). 
 Η επιγαλλοκατεχίνη είναι η συνηθέστερη από τις κατεχίνες και είναι γνωστή για την 
ανοσορυθµιστική της ικανότητα, τις αντιοξειδωτικές ιδιότητες, καθώς και την 
προστατευτική της δράση απέναντι σε παθογόνους µικροοργανισµούς. Επιπλέον, έχει 
δειχθεί ότι η επιγαλλοκατεχίνη έχει σηµαντικές αντικαρκινικές ιδιότητες, καθώς παίζει 
σηµαντικό ρόλο στην παρεµπόδιση της µετάστασης του καρκίνου, αναστέλλοντας την 
κυτταρική µετανάστευση, φαινόµενο απαραίτητο για την ανάπτυξη του καρκίνου στους 
ιστούς (Nichenametla et al., 2006). Σε µοριακό επίπεδο έχει δειχθεί ότι η επιγαλλοκατεχίνη 
αναστέλλει ένα σηµαντικό αριθµό πρωτεϊνικών κινασών και εµποδίζει την ενεργοποίηση 
ορισµένων µεταγραφικών παραγόντων και πιθανώς µε τον τρόπο αυτό προκαλεί την 




 Οι ανθοκυανιδίνες είναι φυσικές υδατοδιαλυτές χρωστικές που υπάρχουν στα φυτά, 
αποτελούµενες από µια δοµή φαινυλβενζοφυριλίου (2-phenylbenzophyrylium). Είναι 
ευρέως διαδεδοµένες καθώς υπάρχουν περισσότερες από τριακόσιες διαφορετικές 
ανθοκυανιδίνες ή γλυκοσίδια τους σε φρούτα και λαχανικά. Είναι υπεύθυνες για το σκούρο 
χρώµα πολλών φρούτων, όπως των µούρων. Οι πιο κοινές ανθοκυανιδίνες είναι η 
κυανιδίνη, η δελφινιδίνη, η πετουνιδίνη, η πελαργονιδίνη, η πεονιδίνη και η µαλβιδίνη 
(Nichenametla et al., 2006). 
 Οι  ανθοκυανιδίνες εµφανίζουν ισχυρή αντιοξειδωτική δράση, καθώς και 
χηµειοπροστατευτικές ιδιότητες, επεµβαίνοντας και αναστέλλοντας πολλούς καταρράκτες 
µετάδοσης σήµατος που οδηγούν στον κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Επιπλέον έχει βρεθεί 
ότι έχουν αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες, ενώ παράλληλα έχουν ευεργετικές επιδράσεις σε 
διάφορες ασθένειες, όπως τη διαβητική ρετινοπάθεια (diabetic retinopathy) (Habermeyer 
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1.2.5 Στιλβένια   
 
 Τα στιλβένια είναι οργανικές ενώσεις, οι οποίες έχουν το 1,2-διφαινυλαιθυλένιο ως 
λειτουργική οµάδα. Η ρεσβερατρόλη είναι µέλος της οικογένειας των στιλβενίων και 
συναντάται κυρίως στα µούρα και στα σταφύλια. Στα φρούτα η ρεσβερατρόλη υπάρχει είτε 
ως ελεύθερη µορφή, έχοντας cis ή trans διαµόρφωση, είτε µε τη µορφή γλυκοσιδίου. Έχει 
βρεθεί ότι η ρεσβερατρόλη έχει αντικαρκινικές ιδιότητες, καθώς είναι ικανή να αναστέλλει 
την κυκλοξυγενάση 1, ένα ένζυµο που συµµετέχει στο στάδιο προαγωγής του καρκίνου, 
όπως επίσης και το σχηµατισµό των ελευθέρων ριζών, στάδιο απαραίτητο για την έναρξη 
του καρκίνου. Η ικανότητα που διαθέτει να παρεµβαίνει και να εµποδίζει τη διαδικασία 
έναρξης του καρκίνου µπορεί να αποδοθεί στην αντιµεταλλαξιγόνο ιδιότητά της, στην 
αναστολή της ενεργοποίησης του καρκινογόνου, στην ικανότητά της να επάγει τα ένζυµα 
µεταβολισµού της φάσης ΙΙ και στην αντιοξειδωτική δράση της. Οι αντιοξειδωτικές ιδιότητές 
της αφορούν την αναστολή της αποικοδόµησης της δεοξυριβόζης και την αναστολή της 
υπεροξείδωσης των λιπιδίων, που προκαλείται από τις υδροξυλικές ρίζες. Επιπλέον,  
εµφανίζει οιστρογονική δράση και µπορεί να λειτουργήσει ως ανοσοκατασταλτικός, αλλά 
και ως παράγοντας που προάγει ανοσολογικές απαντήσεις (Nichenametla et al., 2006). 
 
Εικόνα 4: Χηµική δοµή της ρεσβερατρόλης      
 
1.2.6 Λιγνάνες  
 
 Οι λιγνάνες είναι δευτερογενείς µεταβολίτες, οι οποίοι παράγονται από τον 
οξειδωτικό διµερισµό δύο φαιλυλπροπανοειδών µονάδων. Συνήθως υπάρχουν στη φύση σε 
ελεύθερη µορφή, αλλά απαντώνται και υπό µορφή γλυκοσιδίων σε µικρό ποσοστό. Οι 
λιγνάνες είναι ευρέως διαδεδοµένες στο φυτικό βασίλειο και έχει βρεθεί ότι κατατάσσονται 
σε περισσότερες από εβδοµήντα οικογένειες. Επιπλέον οι λιγνάνες είναι παρούσες σε πολλά 
φυτά που είναι πλούσια σε φυτικές ίνες, όπως στα δηµητριακά, στο σίτο, στο κριθάρι, στη 
βρώµη, στα όσπρια, στα σπαράγγια, στο σκόρδο, στα µπρόκολα και στα καρότα. 
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Συγκεκριµένα οι λιγνάνες συναντώνται στο ριζικό σύστηµα των φυτών, στους βλαστούς, 
στα φύλλα, στους καρπούς και στα φρούτα (Saleem et al., 2005). Παραδείγµατα φυτικών 
λιγνανών είναι η µαταιρεσινόλη (matairesinol) και η σεκοϊσολαρισιρεσινόλη 
(secoisolariciresinol), ενώ τα ζωικά τους παράγωγα είναι η εντεροδιόλη (enterodiol) και η 
εντερολακτόνη (enterolactone) (Webb et al., 2005). 
Στις βιολογικές δράσεις των λιγνανών περιλαµβάνονται αντιµικροβιακές και αντϊικές 
ιδιότητες. Συγκεκριµένα είναι χαρακτηριστική η ενίσχυση του αµυντικού συστήµατος των 
φυτών µε σκοπό την προστασία τους από παθογόνους µικροοργανισµούς. Παράλληλα οι 
λιγνάνες εµφανίζουν σηµαντικές φαρµακολογικές δράσεις, στις οποίες συµπεριλαµβάνονται 
αντιφλεγµονώδεις, ανοσοκατασταλτικές, αντικαρκινικές και αντιοξειδωτικές λειτουργίες, 
καθώς και θετικές επιδράσεις στις καρδιοαγγειακές παθήσεις (Saleem et al., 2005). 
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 Ο καρκίνος είναι από τις µεγαλύτερες αιτίες θανάτου παγκοσµίως, παρόλη την 
πρόοδο που έχει σηµειωθεί στη διαδικασία ανίχνευσης και θεραπείας του. Σύµφωνα µε το 
πολυσταδιακό µοντέλο ανάπτυξης του καρκίνου η καρκινογένεση µπορεί να θεωρηθεί ως 
µια διαδικασία που περιλαµβάνει την αλλαγή στις µεταβολικές διαδικασίες ενός κυττάρου, οι 
οποίες έχουν σαν τελικό αποτέλεσµα την µετατροπή ενός φυσιολογικού κυττάρου σε 
καρκινικό κύτταρο (Cairns, 1975). 
 Είναι πλέον αποδεκτό ότι η διαδικασία ανάπτυξης του καρκίνου αποτελείται από τρία 
στάδια: το στάδιο της έναρξης (initiation), το στάδιο της προαγωγής (promotion) και το 
στάδιο της προόδου (progression), το καθένα από τα οποία περιλαµβάνει διαφορετικούς 
µηχανισµούς (Εικόνα 6) (Trosko et al., 1983). 
 Το πρώτο στάδιο, αυτό της έναρξης, είναι ένα µη αντιστρεπτό γεγονός, κατά το 
οποίο ένα φυσιολογικό κύτταρο εκτίθεται σε ένα καρκινογόνο, µε αποτέλεσµα να 
προκαλείται µετάλλαξη στο DNA γονιδίων που σχετίζονται µε τον πολλαπλασιασµό, τη 
διαφοροποίηση και την απόπτωση του κυττάρου (Trosko et al., 1989). Έχει βρεθεί ότι τα 
γονίδια που σχετίζονται µε τη διαδικασία της καρκινογένεσης είναι τόσο τα 
ογκοκατασταλτικά, όσο και τα πρωτογκογονίδια, τα προϊόντα των οποίων είναι πρωτεΐνες 
που συµµετέχουν στον έλεγχο του κυτταρικού κύκλου, στη µετάδοση σήµατος και στη 
ρύθµιση της µεταγραφής (Tsao et al., 2004). Κάτω από αυτές τις συνθήκες το φυσιολογικό 
κύτταρο µετατρέπεται σε ένα κύτταρο ικανό να υφίσταται πολύ περισσότερες µιτωτικές 
διαιρέσεις από ότι ένα φυσιολογικό κύτταρο (Trosko et al., 1989).  
 Στο στάδιο της προαγωγής το αρχικό κύτταρο, στο οποίο έχει γίνει η µετάλλαξη, 
κάτω από την επίδραση µιτωτικών παραγόντων διαιρείται και δίνει ένα κλώνο 
µεταλλαγµένων κυττάρων. Σε ένα από αυτά τα µεταλλαγµένα κύτταρα συµβαίνει µια 
κρίσιµη µετάλλαξη, η οποία το µετατρέπει σε ένα προ-καρκινικό κύτταρο. Το στάδιο της 
προαγωγής συνήθως είναι αντιστρεπτό και χρειάζεται πολλά χρόνια για να εγκαθιδρυθεί. 
(Sun et al., 2004) 
 Το τρίτο στάδιο, στάδιο της προόδου, περιλαµβάνει τη µετατροπή ενός προ-
καρκινικού κυττάρου σε καρκινικό, λόγω της συσσώρευσης γενετικών αλλαγών που 
οδηγούν στην εµφάνιση του καρκινικού φαινοτύπου. Έτσι το καρκινικό κύτταρο που 
δηµιουργείται είναι ικανό να πραγµατοποιεί ένα µεγάλο αριθµό διαιρέσεων, έχοντας 
παράλληλα τη δυνατότητα διείσδυσης και µετάστασης (Hennings et al., 1983). 
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 Το πολυσταδιακό µοντέλο της καρκινογένεσης εξελίσσεται µε αργό ρυθµό και η 
εµφάνιση του τελικού σταδίου, δηλαδή του µεταστατικού καρκίνου µπορεί να γίνει µετά 
από πολλά χρόνια. Η χηµειοπροστασία θεωρείται από τις σηµαντικότερες στρατηγικές για 
την πρόληψη του καρκίνου. Αφορά την χρήση ειδικών, φυσικών ή συνθετικών 
παραγόντων, µε σκοπό την πρόληψη και αναστολή της ανάπτυξης ή της προόδου του 
καρκίνου (Syed et al., 2007).  
 Η χηµειοπροστασία έναντι του καρκίνου µπορεί να επιτευχθεί, επεµβαίνοντας σε 
διάφορες κυτταρικές διεργασίες. Ένας πρώτος µηχανισµός αφορά την αναστολή της 
µεταβολικής ενεργοποίησης του προκαρκινογόνου, µέσω της οποίας παρεµποδίζεται και η 
δράση του καρκινογόνου. ∆εύτερον µέσω της επαγωγής των µεταβολικών ενζύµων της 
φάσης Ι και ΙΙ επιτυγχάνεται η απενεργοποίηση και αποµάκρυνση του καρκινογόνου από 
τον οργανισµό. Επιπλέον διεργασίες όπως η παρεµπόδιση της σύνδεσης του καρκινογόνου 
στο DNA και η ενίσχυση των διορθωτικών µηχανισµών του DNA, είναι µερικοί από τους 
µηχανισµούς µε τους οποίους µπορεί να επιτευχθεί χηµειοπροστασία (Syed et al., 2007).  
 Ένας µεγάλος αριθµός ουσιών που εµπεριέχονται στις καθηµερινές τροφές φαίνεται 
ότι παρουσιάζουν σηµαντικές χηµειοπροστατευτικές ιδιότητες και για το λόγο αυτό έχουν 
πραγµατοποιηθεί πολλές µελέτες, µε απώτερο σκοπό να γίνει κατανοητός ο µηχανισµός µε 
τον οποίο αυτές δρουν (Kwon et al., 2007). Ορισµένες ουσίες δρουν εξουδετερώνοντας τις 
ελεύθερες ρίζες του οξυγόνου ή αναστέλλοντας το µεταβολισµό των πολυαµινών, 
προλαµβάνοντας µε αυτόν τον τρόπο τη δηµιουργία µεταλλάξεων και τον µη ελεγχόµενο 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό. Ένας άλλος µηχανισµός που χρησιµοποιείται από τους 
χηµειοπροστατευτικούς παράγοντες είναι η ρύθµιση των σηµατοδοτικών µονοπατιών, όπως 
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επίσης και η ρύθµιση της έκφρασης ορµονών, αυξητικών παραγόντων και των υποδοχέων 
τους στα κύτταρα, επιτυγχάνοντας έτσι την παρεµπόδιση του κυτταρικού 
πολλαπλασιασµού. Επιπρόσθετα, η επαγωγή της απόπτωσης και η αναστολή της 
αγγειογένεσης είναι µηχανισµοί µε τους οποίους οι χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες 
µπορούν να εµποδίσουν την καρκινογένεση (Syed et al., 2007). 
 
Εικόνα 7: Μηχανισµοί χηµειοπροστασίας σε καρκίνο του πνεύµονα  
 
1.4 Πολυφαινόλες και καρκίνος 
 
 Πολλοί διατροφικοί παράγοντες έχουν χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν και 
χρησιµοποιούνται ακόµα και σήµερα για τη θεραπεία και πρόληψη του καρκίνου. Οι 
περισσότεροι από αυτούς τους παράγοντες παρουσιάζουν αντιοξειδωτικές και 
αντιφλεγµονώδεις ιδιότητες, οι οποίες συµβάλλουν στη χηµειοπροστατευτική τους 
ικανότητα. Συγκεκριµένα, τροφές όπως τα φρούτα, τα λαχανικά, οι φυτικές ίνες, το τσάι, 
είναι πλούσιες σε πολυφαινόλες, οι οποίες αποτελούν σηµαντικούς χηµειοπροστατευτικούς 
παράγοντες. 
 Οι χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες σύµφωνα µε την κατηγοριοποίηση του 
Wattenberg (Wattenberg, 1985), χωρίζονται σε δύο οµάδες: στους παράγοντες που 
µπλοκάρουν (blocking agents) και στους παράγοντες που καταστέλλουν (suppressing 
agents). Οι παράγοντες της πρώτης κατηγορίας (blocking agents), στους οποίους 
συµπεριλαµβάνονται ισοθειοκυάνες (isothiocyanates), το ελλαγικό οξύ και τα φλαβονοειδή 
επιδρούν στο πρώτο στάδιο της καρκινογένεσης (στάδιο έναρξης), αναστέλλοντας το 
σχηµατισµό του καρκινογόνου από πρόδροµα µόρια ή εµποδίζοντας τα καρκινογόνα να 
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αλληλεπιδράσουν µε τα µόρια-στόχους στα κύτταρα. Η δεύτερη κατηγορία παραγόντων 
(suppressing agents), η οποία περιλαµβάνει το β-καροτένιο και την επιγαλλοκατεχίνη, δρα 
κυρίως στο δεύτερο και τρίτο στάδιο της καρκινογένεσης, δηλαδή στο στάδιο της 
προαγωγής και της προόδου αντίστοιχα (Ray, 2005). 
 
1.4.1 Αντικαρκινική δράση 
 
 Η χηµειοπροστασία αποτελεί µια στρατηγική προστασίας έναντι του καρκίνου µε 
σκοπό την καθυστέρηση ή την αναστολή της διαδικασίας της καρκινογένεσης, µε τη χρήση 
φυσικών ή συνθετικών χηµικών παραγόντων. Ο όρος αυτός χρησιµοποιήθηκε πρώτα από 
τον Dr. Michael B. Sporn, ο οποίος αναφερόταν στην πρόληψη του καρκίνου µε τη χρήση 
φυσικών µορφών της βιταµίνης Α και των συνθετικών αναλόγων της. Είναι πλέον γνωστό 
ότι ένας µεγάλος αριθµός φυσικών προϊόντων που περιέχονται σε διάφορες τροφές, 
παρουσιάζουν σηµαντικές χηµειοπροστατευτικές ιδιότητες και έχουν γίνει διάφορες 
προσπάθειες προκειµένου να γίνει κατανοητός ο µηχανισµός µε τον οποίον δρουν.  
 Μελέτες έχουν δείξει ότι φυτικές πολυφαινόλες, όπως για παράδειγµα πολυφαινόλες 
από το πράσινο και το µαύρο τσάι ή φλαβονοειδή από τη σόγια αποτελούν σηµαντικούς 
αντικαρκινικούς παράγοντες, οι οποίοι είναι ικανοί να παρέχουν προστασία µε διάφορους 
µηχανισµούς όπως η επαγωγή έκφρασης ενζύµων της φάσης ΙΙ και αντιοξειδωτικών 
ενζύµων, η αναστολή της προόδου του κυτταρικού κύκλου και του κυτταρικού 
πολλαπλασιασµού, η αναστολή της έκφρασης και ενεργοποίησης των ογκογονιδίων, η 
επαγωγή ογκοκατασταλτικών γονιδίων, η ρύθµιση σηµατοδοτικών µονοπατιών που 
σχετίζονται µε την αγγειογένεση και τη µετάσταση, καθώς και η επαγωγή της απόπτωσης 
(Kwon et al., 2007). 
 Οι πολυφαινόλες µπορούν να επηρεάσουν τη διαδικασία της καρκινογένεσης, 
επιδρώντας και στα τρία στάδια (έναρξη, προαγωγή και πρόοδος). Ανάµεσα στις φυτικές 
πολυφαινόλες η ρεσβερατρόλη, ένα στιλβένιο που συναντάται σε µεγάλες ποσότητες στα 
σταφύλια, παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς είναι ικανή να επηρεάζει ένα µεγάλο 
αριθµό παραγόντων που εµπλέκονται στο πολυσταδιακό µοντέλο της καρκινογένεσης. 
Συγκεκριµένα η ρεσβερατρόλη δρα αναστέλλοντας τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και 
επάγοντας την απόπτωση. Η ικανότητα της να επάγει την απόπτωση συνδέεται µε την 
αυξηµένη δραστηριότητα των κασπασών, την απορύθµιση του κυτταρικού κύκλου και τη 
ρύθµιση των επιπέδων έκφρασης διάφορων πρωτεϊνών που συµµετέχουν στην απόπτωση, 
όπως η Bcl-2, Bcl-XL και η Bax. Εποµένως η ρεσβερατρόλη αποτελεί ένα πολλά 
υποσχόµενο αντικαρκινικό παράγοντα, ο οποίος θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για την 
πρόληψη και θεραπεία του καρκίνου (D’Archivio et al., 2008). 
 Σηµαντικές αντικαρκινικές ιδιότητες έχουν δείξει µεταξύ των άλλων και οι 
πολυφαινόλες του πράσινου και µαύρου τσαγιού, οι οποίες έχουν διαπιστωθεί in vitro σε 
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πολλές περιπτώσεις καρκίνου (καρκίνος δέρµατος, προστάτη, εντέρου, µαστού και 
πνεύµονα). Οι πολυφαινόλες του πράσινου και του µαύρου τσαγιού, όπως το φλαβονοειδές 
EGCG (epigallocatechin-3-gallate), είναι ικανές να ρυθµίζουν την ανάπτυξη των καρκινικών 
κυττάρων, την απόπτωση, την αγγειογένεση και τη µετάσταση, επεµβαίνοντας σε πολλά 
σηµατοδοτικά µονοπάτια ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο. Πιο συγκεκριµένα το EGCG 
επιδρά στη διαδικασία της καρκινογένεσης µε το να επηρεάζει την έκφραση πρωτεϊνών που 
συµµετέχουν στην απόπτωση, όπως για παράδειγµα οι πρωτεΐνες της οικογένειας Bcl-2, την 
έκφραση του VEGF και των αναστολέων του κυτταρικού κύκλου (D’Archivio et al., 2008). 
 
1.4.2 Αντιοξειδωτική δράση 
 
1.4.2.1 Ελεύθερες ρίζες και οξειδωτικό στρες   
 
 Ο όρος (ROS) χρησιµοποιείται για να περιγράψει όλες τις οξυγονοκεντρικές ρίζες, 
όπως το ανιόν του σουπεροξειδίου (O2•-) και του υδροξυλίου (ΟΗ•), καθώς και άλλα 
παράγωγα που δεν αποτελούν ρίζες του οξυγόνου, όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου 
(H2O2) και η µονήρης κατάσταση του οξυγόνου (1Ο2) (Halliwell & Gutteridge, 1998). 
Επιπλέον, ως ελεύθερες ρίζες χαρακτηρίζονται και ορισµένες δραστικές µορφές του αζώτου 
(RONS) όπως το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ•) και το διοξείδιο του αζώτου (ΝΟ2•) (Rigas et 
al., 2008). 
 Οι οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις είναι σηµαντικές για τα κύτταρα, καθώς η 
παραγωγή της βασικής µονάδας ενέργειας (ATP) εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από τις 
ανταλλαγές υδρογόνων και ηλεκτρονίων µεταξύ των βιολογικών µορίων. Οι ελεύθερες 
ρίζες οξυγόνου και αζώτου παράγονται συνεχώς µε οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις από τα 
µιτοχόνδρια των περισσότερων κυττάρων, καθώς και από το κυτόχρωµα P450, τα 
µακροφάγα και τα υπεροξύσωµατα (peroxisome) (Rigas et al., 2008). Είναι απαραίτητες 
για την κυτταρική επιβίωση γιατί συµµετέχουν στη µεταγωγή σήµατος και χρησιµοποιούνται 
από τα φαγοκύτταρα για την ανοσολογική απόκριση. Ωστόσο, οι ελεύθερες ρίζες είναι 
ικανές να αντιδράσουν και να προκαλέσουν βλάβες σε διάφορα βιοµόρια, όπως νουκλεϊκά 
οξέα (DNA), λιπίδια και πρωτεΐνες. Συνεπώς, η έλλειψη ισορροπίας µεταξύ των ελεύθερων 
ριζών και των αντιοξειδωτικών µπορεί να οδηγήσει στην εµφάνιση του οξειδωτικού στρες, 
το οποίο συνδέεται µε πολλές παθολογικές καταστάσεις, όπως καρκίνος, κυτταρική 
γήρανση, καρδιαγγειακές και νευροεκφυλιστικές ασθένειες (Finkel et al., 2000). 
 
1.4.2.2 Αντιοξειδωτικοί παράγοντες 
 
Ως αντιοξειδωτικό θεωρείται οποιαδήποτε ουσία η οποία όταν βρίσκεται σε χαµηλές 
συγκεντρώσεις, συγκριτικά µε εκείνες ενός οξειδωµένου υποστρώµατος, επιβραδύνει ή 
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εµποδίζει την οξείδωση αυτού του υποστρώµατος (Halliwell, 2001). Η ικανότητα µιας 
ουσίας να δρα ως αντιοξειδωτικό αποδίδεται εν µέρει στο δυναµικό (Eο), το οποίο αφορά 
την ικανότητα της ουσίας να είναι δότης ενός υδρογόνου ή ενός ηλεκτρονίου υπό 
καθορισµένες συνθήκες. Μια µικρή τιµή του Eο υποδηλώνει ότι απαιτείται λιγότερη ενέργεια 
για την αποµάκρυνση του υδρογόνου ή του ηλεκτρονίου (Frei et al., 2003). Τα 
αντιοξειδωτικά είναι οι κύριοι µηχανισµοί άµυνας στο οξειδωτικό στρες και ανάλογα µε την 
έκφρασή τους σε κυτταρικό επίπεδο µπορούν να ελέγχουν την ανάπτυξη, αλλά και την 
πορεία διαφόρων χρόνιων παθήσεων (Λουκίδης, 2007).  
Οι αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί χωρίζονται σε ενζυµικούς και µη ενζυµικούς. Οι 
κύριες µη ενζυµικές µορφές αντιοξειδωτικών περιλαµβάνουν τη γλουταθειόνη (GSH), τις 
βιταµίνες Ε & C, την β-καροτίνη και το ουρικό οξύ. Οι ενζυµικές µορφές αφορούν την 
υπεροξειδική δισµουτάση (SOD), την καταλάση και τις περοξειδάσες. Σε κυτταρικό επίπεδο 
υπάρχει µία δεύτερη γραµµή άµυνας, που περιλαµβάνει ειδικές πρωτεΐνες, όπως οι 
θειορεδοξίνες, οι οξυγενάσες της αίµης και οι αναγωγάσες (Λουκίδης, 2007).  
Ένας σηµαντικός αριθµός µελετών έχει ασχοληθεί µε την ταυτοποίηση φυσικών 
ουσιών, που εµπεριέχονται στις τροφές, στις οποίες έχουν αποδοθεί οι ευεργετικές 
επιδράσεις των φυτών στην υγεία (Rigas et al., 2008). Οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες των 
πολυφαινολών έχουν µελετηθεί σε τέτοιο βαθµό, ώστε είναι πλέον γνωστός ο τρόπος 
δράσης τους. Οι πολυφαινόλες δρουν εξουδετερώνοντας τις ελεύθερες ρίζες, 
αναστέλλοντας τη λιπιδική οξείδωση, προστατεύοντας τη µεµβράνη από οξείδωση, 
επάγοντας τα ένζυµα της φάσης ΙΙ και τέλος εµποδίζοντας τη µεταγωγή σήµατος και τη 
δράση µεταγραφικών παραγόντων. 
 Συγκεκριµένα τα αντιοξειδωτικά χαρακτηριστικά των πολυφαινολικών ενώσεων 
αποδίδονται κυρίως στην ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες και να 
σχηµατίζουν δακτυλίους µεταλλικών ιόντων (metal chelating properties). Η βασική 
λειτουργική οµάδα στην οποία οφείλεται η αντιοξειδωτική ικανότητα των πολυφαινολικών 
ενώσεων είναι η οµάδα του υδροξυλίου (OH). Ο αριθµός των υδροξυλίων όπως επίσης και 
η θέση τους στο µόριο αποτελεί σηµαντικό παράγοντα για την εµφάνιση της 
αντιοξειδωτικής ικανότητας των φλαβονοειδών. Για παράδειγµα όταν το υδροξύλιο 
βρίσκεται στον πυρήνα του φλαβονοειδούς τότε η αντιοξειδωτική του δράση αυξάνεται, 
ενώ η αντικατάστασή του από µια οµάδα OCH3 οδηγεί σε ελάττωση της αντιοξειδωτικής του 
δράσης. Εποµένως υπάρχει άµεση σχέση µεταξύ της αντιοξειδωτικής ικανότητας των 
πολυφαινολικών µορίων και της χηµικής δοµής τους (Xia et al., 2010). 
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1.5 DNA Τοποϊσοµεράσες 
 
 Οι τοποϊσοµεράσες είναι ένζυµα ικανά να αλλάζουν την τοπολογία τµηµάτων του 
DNA, µέσω ενός πολύπλοκου καταλυτικού κύκλου, ο οποίος περιλαµβάνει τη δηµιουργία 
θραυσµάτων στον ένα ή και στους δύο κλώνους του DNA, το πέρασµα του κλώνου από το 
σηµείο εγκοπής και την επανένωση των κλώνων, µε αποτέλεσµα την επαναφορά της 
αρχικής διαµόρφωσης του DNA. Αποτελούν πολύ σηµαντικά ένζυµα και είναι απαραίτητα 
για τα κύτταρα, καθώς είναι ικανά να αλλάζουν τον αριθµό συνδέσεων του DNA και µε 
αυτόν τον τρόπο να εµποδίζουν τη δηµιουργία υπερελικώσεων στο DNA, όταν αυτό 
υποβάλλεται σε διάφορες φυσιολογικές κυτταρικές διεργασίες, όπως είναι η αντιγραφή ή 
µεταγραφή (Cummings et al, 1993).  Η µελέτη των τοποϊσοµερασών έχει επεκταθεί και στο 
τοµέα της Φαρµακολογίας και της Κλινικής Ιατρικής µε την ταυτοποίηση της βακτηριακής 
γυράσης ως στόχο για τα αντιβιοτικά και την ταυτοποίηση των ευκαρυωτικών 
τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ ως στόχους για πολλούς αντικαρκινικούς παράγοντες (Wang et 
al., 1996). 
 Το πρώτο µέλος της κατηγορίας των τοποϊσοµερασών, το οποίο είχε τη δυνατότητα 
να αφαιρεί τις αρνητικές υπερελικώσεις, αποµονώθηκε από το βακτήριο Escherichia coli το 
1971. Την ανακάλυψη αυτή ακολούθησε η εύρεση αντίστοιχου ενζύµου στο ποντίκι, που 
µπορεί να αφαιρεί θετικές όπως και αρνητικές υπερελικώσεις από το DNA. Ακολούθησε η 
ταυτοποίηση ενός ενζύµου που µπορεί να προσθέτει αρνητικές υπερελικώσεις στο 
χαλαρωµένο DNA του βακτηρίου E. coli και η ενεργότητα αυτή εξαρτάται από την παρουσία 
ATP. Τα προαναφερθέντα ένζυµα είναι γνωστά ως E. coli DNA τοποϊσοµεράση I, DNA 
τοποϊσοµεράση I του ποντικού και E. coli DNA γυράση ή τοποϊσοµεράση II αντίστοιχα και 
αποτελούν τρεις διαφορετικές υποοικογένειες τοποϊσοµερασών. Η τοποϊσοµεράση Ι του E. 
coli και του ποντικού ανήκουν στα ένζυµα τύπου Ι και είναι ικανά να αλλάζουν τη 
διαµόρφωση του DNA προκαλώντας εγκοπή σε µια µόνο αλυσίδα του δίκλωνου DNA, 
επιτρέποντας το πέρασµα της δεύτερης αλυσίδας από το σηµείο που προκλήθηκε η εγκοπή. 
Η E. coli τοποϊσοµεράση Ι και η τοποϊσοµεράση Ι του ποντικού (υποοικογένεια ΙΑ) 
παρουσιάζουν παρόµοια δοµή. Η E. coli γυράση ή τοποϊσοµεράση ΙΙ ανήκει στα ένζυµα 
τύπου ΙΙ, τα οποία είναι ικανά να προκαλούν εγκοπές και στις δύο αλυσίδες του DNA σε ένα 
σηµείο, δηµιουργώντας µια πύλη από όπου µπορεί να διέλθει ένα άλλο ζεύγος αλυσίδων. 
Τα ένζυµα τύπου ΙΙ, ακόµα και αυτά που ανήκουν σε διαφορετικά είδη, παρουσιάζουν 
δοµικές και εξελικτικές οµοιότητες (Wang et al., 1996).  
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Πίνακας 2: Κατηγοριοποίηση των υποοικογενειών των τοποϊσοµερασών  
Υποοικογένεια Αντιπροσωπευτικά µέλη  
ΙΑ Βακτηριακή DNA τοποϊσοµεράση Ι και ΙΙΙ 
DNA τοποϊσοµεράση ΙΙΙ της ζύµης  
Drosophila melanogaster DNA τοποϊσοµεράση ΙΙΙα και ΙΙΙβ 
DNA τοποϊσοµεράση ΙΙΙα και ΙΙΙβ των θηλαστικών 
ΙΒ Ευκαρυωτική DNA τοποϊσοµεράση Ι  
Μιτοχονδριακή DNA τοποϊσοµεράση Ι των θηλαστικών 
Pox virus τοποϊσοµεράση  
ΙΙΑ Βακτηριακή γυράση, DNA τοποϊσοµεράση ΙV 
DNA τοποϊσοµεράση του φάγου Τ4 
DNA τοποϊσοµεράση ΙI της ζύµης  
Drosophila melanogaster DNA τοποϊσοµεράση ΙI 
DNA τοποϊσοµεράση ΙIα και ΙΙβ των θηλαστικών 
ΙΙΒ Sulfolobus shibatae DNA τοποϊσοµεράση VI  
 
 
1.5.1 DNA Τοποϊσοµεράση I 
 
 Η DNA τοποϊσοµεράση Ι προκαλεί παροδικά µονόκλωνα σπασίµατα στην αλυσίδα 
του DNA, µέσα από τα οποία περνούν άλλες αλυσίδες DNA. Με την δράση αυτή η 
τοποϊσοµεράση χαλαρώνει το DNA, µια διαδικασία που είναι απαραίτητη σε σηµαντικές 
διεργασίες όπως την αντιγραφή, µεταγραφή και συµπύκνωση της χρωµατίνης. 
 
1.5.1.1 ∆οµή της Τοποϊσοµεράσης I 
 
Η τοποϊσοµεράση Ι είναι µια µονοµερής πρωτεΐνη µεγέθους 100 kDa και 
κωδικοποιείται από ένα γονίδιο που χαρτογραφείται στη περιοχή 20q12-13.2. Το ένζυµο 
είναι κυρίως συγκεντρωµένο στον πυρηνίσκο και σχετίζεται µε µεταγραφικά ενεργές 
περιοχές του γενώµατος. Βρίσκεται επίσης στο πυρηνόπλασµα και δεν εµφανίζει 
διακυµάνσεις κατά την διάρκεια των φάσεων του κυτταρικού κύκλου (Cummings et al., 
1993).  Αποτελείται από τέσσερις δοµικές περιοχές, οι οποίες διατάσσονται γύρω από µία 
κεντρική κοιλότητα διαµέτρου 20 Α0: µία α/β Rossmann-fold (περιοχή Ι), µία µικρή β-
barrel (περιοχή ΙΙ) και δύο περιοχές (ΙΙΙ και ΙV), οι οποίες διπλώνονται µε παρόµοιο τρόπο 
µε την πρωτεΐνη (CAP) που βρέθηκε στην E. coli. Το κατάλοιπο τυροσίνης που είναι 
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υπεύθυνο για την διάσπαση του DNA βρίσκεται στην περιοχή ΙΙΙ  (Εικόνα 8) (Berger et al., 
1998). 
 
Εικόνα 8: ∆οµή DNA τοποϊσοµεράσης Ι 
 
Η τοποϊσοµεράση Ι είναι οργανωµένη σε τέσσερις διαφορετικές περιοχές. Στη δοµή 
της πρωτεΐνης διακρίνεται η Ν-τελική περιοχή (N-terminus domain), η οποία είναι 
ευαίσθητη στην πρωτεόλυση και είναι υπεύθυνη για την αλληλεπίδραση του ενζύµου µε 
άλλες πρωτεΐνες. Η πυρηνική περιοχή (core domain) καταλαµβάνει ένα τµήµα 54 kDa, το 
οποίο είναι ανθεκτικό στην πρωτεόλυση και είναι ικανό να συνδέεται σε υπερελικωµένο 
DNA. Η συνδετική περιοχή (linker domain), η οποία είναι µικρή, είναι θετικά φορτισµένη 
και η παράλειψη της δεν επηρεάζει την δράση του ενζύµου. Η C-τελική περιοχή (C-
terminus domain) περιέχει την καταλυτική τυροσίνη στη θέση 723, τα κατάλοιπα από το 
Gly713 έως την Gly717, τα οποία εµπλέκονται στην κατάλυση αλλά όχι στην σύνδεση µε 
την πυρηνική περιοχή, ενώ τα τελευταία 5 κατάλοιπα της περιοχής είναι σηµαντικά για το 
διµερισµό µε την πυρηνική περιοχή (Pommier, 1998). 
 
Εικόνα 9: Οργάνωση των περιοχών της τοποϊσοµεράσης Ι 
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1.5.1.2 Μηχανισµός δράσης της Τοποϊσοµεράσης I 
 
 Ο καταλυτικός µηχανισµός της τοποϊσοµεράσης αποτελείται γενικά από τέσσερα 
στάδια:  
1. Σύνδεση στο DNA 
Η ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση Ι προσδένεται κυρίως σε δίκλωνο DNA, το οποίο 
παρουσιάζει µια κάµψη ή υπερελίκωση. Παρόλα αυτά το ένζυµο µπορεί να προσδεθεί 
και σε µονόκλωνα τµήµατα, τα οποία αλληλεπιδρούν µεταξύ τους σε παλίνδροµες 
αλληλουχίες. Η µεθυλίωση της κυτοσίνης, η οποία συµβαίνει κοντά στο σηµείο όπου 
δρα η τοποϊσοµεράση, µπορεί να οδηγήσει σε αύξηση ή µείωση της ενεργότητας του 
ενζύµου. Γενικά, η σύνδεση του ενζύµου στο DNA και η ενεργότητά του εξαρτάται σε 
µεγάλο βαθµό από τροποποιήσεις του DNA, όπως είναι η µεθυλίωση της κυτοσίνης, 
υποκαταστάσεις της ουρακίλης, λάθος ζευγάρωµα και ελλείψεις βάσεων, οι οποίες 
συνήθως έχουν ως αποτέλεσµα την καταστολή του ενζύµου.  
2. Αποκοπή της αλυσίδας του DNA  
Η τοποϊσοµεράση Ι συνδέεται στο 5’ άκρο του DNA και προκαλεί ρήξη σε ένα µόνο 
κλώνο του δίκλωνου DNA, δηµιουργώντας έτσι ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο µε το DNA 
(cleavage complex). Η ρήξη στην αλυσίδα του DNA προκαλείται µε ένα µηχανισµό 
τρανσεστεροποίησης, κατά τον οποίο η υδροξυλική οµάδα της τυροσίνης του 
ενζύµου συνδέεται µε τη φωσφορική οµάδα που συµµετέχει στο φωσφοδιεστερικό 
δεσµό, αφήνοντας το 5’ άκρο ελεύθερο.  
3. Πέρασµα του µονού κλώνου DNA 
Υπάρχουν δύο µηχανισµοί µε τους οποίους η τοποϊσοµεράση καταλύει το πέρασµα 
του µονού κλώνου. Σύµφωνα µε µελέτες κρυσταλλογραφίας, στη µια περίπτωση το 
ένζυµο περικυκλώνει το DNA και γεφυρώνει το κενό που δηµιουργείται στον ένα 
κλώνο, αλληλεπιδρώντας οµοιοπολικά και µη οµοιοπολικά και µε τα δύο άκρα του 
DNA. Στη δεύτερη περίπτωση, χρησιµοποιείται ένα µηχανισµός περιστροφής, κατά 
τον οποίο το τµήµα του DNA όπου έχει συνδεθεί το ένζυµο περιστρέφεται µε 
αποτέλεσµα να αλλάζει ο αριθµός συνδέσεων του DNA, ενώ το υπόλοιπο τµήµα του 
DNA παραµένει σταθερό.  
4. Επανασύνδεση του DNA  
Η επανασύνδεση των δύο άκρων του DNA αποτελεί µια δεύτερη τρανσεστεροποίηση, 
στην οποία η ελεύθερη υδροξυλική οµάδα στο 5’ άκρο του DNA δρα ως πυρηνόφιλο 
και προσβάλλει τη φωσφοτυροσίνη που έχει δηµιουργηθεί στο στάδιο της αποκοπής 
της αλυσίδας του DNA. Ένας άλλος µηχανισµός µε τον οποίο γίνεται η επανένωση 
των δύο άκρων του DNA αναφέρει την παρουσία µιας ενδογενούς 
φωσφοδιεστεράσης ικανής να απελευθερώνει ένα 3’ άκρο, το οποίο στη συνέχεια 
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χρησιµεύει ως υπόστρωµα για DNA πολυµεράση. Τέτοια δραστικότητα έχει αναφερθεί 
σε ανθρώπινα κύτταρα και σε κύτταρα ζύµης (Pommier et al., 1998).    
 
H τοποϊσοµεράση Ι χωρίζεται σε δύο υποοικογένειες, την ΙΑ και την ΙΒ, οι οποίες δρουν µε 
διαφορετικό µηχανισµό (Leppard et al., 2005).  
Υποοικογένεια ΙΑ 
 Η αφαίρεση αρνητικών υπερελικώσεων από την τοποϊσοµεράση ΙΑ προϋποθέτει το 
τοπικό ξετύλιγµα της διπλής έλικας του DNA, προκειµένου να µπορέσει το ένζυµο να 
προκαλέσει ρήγµα στη µια αλυσίδα του DNA. Η ικανότητα του ενζύµου να ξετυλίγει το 
δίκλωνο DNA µειώνεται όσο λιγότερο αρνητικά υπερελικωµένο είναι το DNA, γι’ αυτό και η 
ικανότητα του ενζύµου µειώνεται κατά τη διάρκεια της αντίδρασης. Η τοποϊσοµεράση ΙΑ 
µπορεί να δράσει και σε θετικά υπερελικωµένο DNA, εφόσον προϋπάρχει µια µονόκλωνη 
περιοχή. Επιπρόσθετα η τοποϊσοµεράση ΙΑ είναι ικανή να καταλύει το πέρασµα µιας διπλής 
έλικας DNA µέσα από µια άλλη, αν η µια αλυσίδα περιέχει µια εγκοπή ή κενό, προκαλώντας 
µια προσωρινή θραύση απέναντι από το σηµείο εγκοπής.  
 Οι τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΑ φαίνεται να καταλύουν το πέρασµα της αλυσίδας του 
DNA µέσω ενός µηχανισµού “γέφυρας”, κατά το οποίο τα άκρα του DNA, που 
δηµιουργούνται από τη δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΑ, συνδέονται κατά κάποιο τρόπο 
µεταξύ τους, καθώς το ένζυµο δηµιουργεί µια γέφυρα ανάµεσα τους. Με αυτόν τον τρόπο 
οι κινήσεις του συµπλόκου, το οποίο σχηµατίζεται από το ένζυµο και τα άκρα του DNA, 
µεσολαβούν στο άνοιγµα και κλείσιµο της πύλης και το πέρασµα της αλυσίδας του DNA από 
αυτήν. Κατά το παροδικό σπάσιµο της DNA αλυσίδας από την τοποϊσοµεράση ΙΑ το 5΄ άκρο 
της σπασµένης DNA αλυσίδας είναι οµοιοπολικά προσαρτηµένο στην ενεργή περιοχή της 
τυροσίνης και το 3΄ άκρο είναι µη οµοιοπολικά συνδεδεµένο στη βάση (base) του ενζύµου. 
Αποµακρύνοντας την καµπή (lid) ανοίγει η πύλη στο DNA για το πέρασµα της άλλης 
αλυσίδας (Εικόνα 10). Η δεύτερη αλυσίδα πρέπει να περάσει από την κεντρική κοιλότητα 
του ενζύµου πριν την επανασύνδεση της σπασµένης αλυσίδας (Wang et al, 2002). 
Υποοικογένεια ΙΒ 
 Οι τοποϊσοµεράσες ΙΒ είναι ικανές να αφαιρούν τόσο θετικές όσο και αρνητικές 
υπερελικώσεις από το DNA. Έχει βρεθεί ότι ο τρόπος δράσης τους αφορά ένα µηχανισµό 
περιστροφής της αλυσίδας του DNA και όχι µηχανισµό γεφύρωσης, όπως συµβαίνει µε τις 
τοποϊσοµεράσες τύπου ΙΑ. Όταν η τοποϊσοµεράση ΙΒ προκαλεί κάποιο ρήγµα στη µια 
αλυσίδα του δίκλωνου DNA χωρίζει το DNA σε δύο τµήµατα και µόνο το τµήµα το οποίο 
βρίσκεται ανοδικά από το σηµείο εγκοπής (3’ άκρο), είναι οµοιοπολικά συνδεδεµένο µε το 
ένζυµο. Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ του δίκλωνου τµήµατος του DNA, που βρίσκεται 
καθοδικά από το σηµείο εγκοπής και του ενζύµου είναι κυρίως ιονικής φύσης και γι’ αυτό 
το λόγο τα τµήµατα αυτά έχουν την δυνατότητα να περιστραφούν (Εικόνα 11). Η 
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περιστροφή αυτή επιτρέπει πολλαπλά περάσµατα αλυσίδων για κάθε κύκλο πρόκληση 
ρήγµατος και επανένωσης των αλυσίδων του DNA (Wang et al, 2002). Με το µηχανισµό 
της περιστροφής η τοποϊσοµεράση αφαιρεί τις υπερελικώσεις ταχύτατα, χωρίς να υπάρχει 
καθυστέρηση στη διαδικασία της αντιγραφής ή της µεταγραφής.  
 
 




Εικόνα 11: Πρότυπο δράσης της τοποϊσοµεράσης ΙΒ 
 
1.5.1.3 Βιολογικές λειτουργίες της Τοποϊσοµεράσης Ι 
 
 Η ικανότητα της τοποϊσοµεράσης να ελέγχει τις υπερελικώσεις είναι πολύ σηµαντική 
για τα κύτταρα ιδιαίτερα σε διεργασίες µεταβολισµού του DNA, όπως αυτή της αντιγραφής, 
της µεταγραφής και του ανασυνδυασµού του DNA. Κατά τη διάρκεια της αντιγραφής, 
καθώς εξελίσσεται το ξετύλιγµα του DNA, θετικές υπερελικώσεις συσσωρεύονται στο τµήµα 
του DNA που δεν έχει αντιγραφεί. Απουσία της τοποϊσοµεράσης Ι η διχάλα της αντιγραφής 
θα παγιδευόταν, εξαιτίας της αλλαγής της διαµόρφωσης του DNA, γεγονός που θα 
οδηγούσε στην καθυστέρηση ή ακόµα και στη διακοπή της αντιγραφής.  
 Επιπλέον έχει βρεθεί ότι η τοποϊσοµεράση Ι συµµετέχει και στη µεταγραφή, κατά 
την οποία συνδέεται σε τµήµατα του DNA τα οποία είναι ενεργά, όπως τα γονίδια της RNA 
πολυµεράσης I και II και το γονίδιο c-fos, και αφαιρεί τις υπερελικώσεις που 
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δηµιουργούνται. Έχει βρεθεί µάλιστα ότι η τοποϊσοµεράση Ι αλληλεπιδρά µε την πρωτεΐνη 
TBP (TATA binding protein) και συµµετέχει στην έναρξη της µεταγραφής. Συνεπώς η 
τοποϊσοµεράση Ι καταστέλλει τη µεταγραφή απουσία ενός ενεργοποιητή, ενώ την προωθεί 
παρουσία ενός ενεργοποιητή σε γονίδια τα οποία περιέχουν την αλληλουχία TATA. 
 Σηµαντική είναι η δραστικότητα της τοποϊσοµεράσης Ι στη διαδικασία 
ανασυνδυασµού του DNA, καθώς έχει δειχθεί ότι η τοποϊσοµεράση Ι µπορεί να προκαλέσει 
µη οµόλογο ανασυνδυασµό ανάµεσα σε εξωγενές DNA και το σύµπλοκο ενζύµου-DNA, ενώ 
είναι ικανή και να δηµιουργεί και να λύνει τις δοµές Holiday, οι οποίες δηµιουργούνται κατά 
τον ανασυνδυασµό του DNA (Pommier et al., 1998). 
  
1.5.2 DNA Τοποϊσοµεράση II 
 
 Η τοποϊσοµεράση ΙΙ, όπως και η τοποϊσοµεράση Ι, αλλάζει τον αριθµό συνδέσεων 
του DNA και χωρίζεται σε δύο κατηγορίες την τοποϊσοµεράση ΙΙα και ΙΙβ. Σε αντίθεση µε 
την τοποϊσοµεράση Ι, η τοποϊσοµεράση ΙΙ προκαλεί ρήξη και στους δύο κλώνους του DNA 
και καταλύει το πέρασµα ενός άλλου δίκλωνου τµήµατος DNA µέσα από το σηµείο εγκοπής. 
Η ιδιότητα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ να προκαλεί δίκλωνες ρήξεις στο DNA την καθιστά ικανή 
να συµµετέχει σε πολυπλοκότερες διεργασίες, όπου συµµετέχουν τµήµατα DNA τα οποία 
µπορεί να είναι είτε γραµµικά είτε κυκλικά (Cummings et al., 1993). 
 
1.5.2.1 ∆οµή της Τοποϊσοµεράσης II 
  
H τοποϊσοµεράση ΙΙ είναι ένα υψηλά συντηρηµένο ένζυµο, το οποίο προέρχεται από 
τη συγχώνευση των Α- και Β- υποµονάδων της βακτηριακής DNA γυράσης. Έχει µία Α2 
διµερή δοµή, ενώ το βακτηριακό ένζυµο έχει µία Α2Β2 τετραµερή διάταξη. Η αµινοτελική 
περιοχή (N-terminal domain) της πρωτεΐνης περιλαµβάνει την περιοχή σύνδεσης στο DNA 
και την περιοχή πρόσδεσης του ATP, η οποία είναι απαραίτητη για την πλήρη ενεργότητα 
του ενζύµου (Berger et al., 1998). Το κεντρικό τµήµα της πρωτεΐνης περιλαµβάνει µια 
περιοχή TOPRIM, η οποία ακολουθείται από το ενεργό κέντρο, το οποίο περιλαµβάνει ένα 
κατάλοιπο τυροσίνης (Υ782). Η καρβοξυτελική περιοχή (C-terminal domain) δεν είναι 
συντηρηµένη ανάµεσα σε διαφορετικά είδη, καθώς και ανάµεσα στην τοποϊσοµεράση ΙΙα 
και ΙΙβ. Η καρβοξυτελική περιοχή πιθανόν να είναι απαραίτητη για τον πυρηνικό εντοπισµό 
του ενζύµου, τις αλληλεπιδράσεις του ενζύµου µε άλλες πρωτεΐνες, όπως επίσης και για τη 
ρύθµιση της ενεργότητάς του (Nitiss, 2009). (Εικόνα 12) 
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Εικόνα 12: ∆οµή της DNA τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
 
1.5.2.2 Μηχανισµός δράσης της Τοποϊσοµεράσης II 
 
 Σε αντίθεση µε τους κατώτερους ευκαρυώτες, όπως η ζύµη και η Drosophila, στις 
οποίες εκφράζεται ένας µόνο τύπος της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, τα σπονδυλωτά κωδικοποιούν 
δύο ισοµορφές του ενζύµου, την τοποϊσοµεράση ΙΙα και ΙΙβ. Η τοποϊσοµεράση ΙΙα είναι 
απαραίτητη για την επιβίωση των ενεργά πολλαπλασιαζόµενων κυττάρων. Η έκφραση του 
ενζύµου είναι αυξηµένη κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου µε την υψηλότερη 
έκφραση να παρατηρείται στις φάσεις G2 και M. Το ένζυµο εντοπίζεται στις διχάλες της 
αντιγραφής και παραµένει συνδεδεµένο µε τα χρωµοσώµατα κατά τη διάρκεια της µίτωσης. 
Κατά συνέπεια η τοποϊσοµεράση ΙΙα συµµετέχει σε διαδικασίες που σχετίζονται µε την 
αύξηση και τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων, όπως η αντιγραφή του DNA και ο 
διαχωρισµός των χρωµοσωµάτων. Αντίθετα η τοποϊσοµεράση ΙΙβ δεν εξαρτάται από τα 
στάδια του κυτταρικού κύκλου και αποσυνδέεται από τα χρωµοσώµατα κατά τη διάρκεια 
της µίτωσης. Παρόλο που οι βιολογικές της λειτουργίες δεν έχουν προσδιοριστεί επακριβώς, 
έχει βρεθεί ότι η τοποϊσοµεράση ΙΙβ είναι απαραίτητη για την διαµόρφωση του νευρικού 
συστήµατος στα ποντίκια (McClendona et al., 2007).  
 Τόσο η τοποϊσοµεράση ΙΙα όσο και η τοποϊσοµεράση ΙΙβ δρουν ως οµοδιµερή και 
αλλάζουν την τοπολογία του DNA προκαλώντας ρήγµα και στους δύο κλώνους του DNA. Ο 
καταλυτικός µηχανισµός που χρησιµοποιούν και τα δύο ένζυµα περιλαµβάνει την ένωση 
δύο ξεχωριστών τµηµάτων του DNA και έπειτα την πρόκληση δίκλωνου ρήγµατος στο ένα 
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από τα δύο τµήµατα του DNA (G-segment). Στη συνέχεια το ένζυµο καταλύει τη µεταφορά 
του δεύτερου τµήµατος του DNA (T-segment) µέσα από την πύλη που δηµιουργείται από 
το ρήγµα στους δύο κλώνους του DNA. Ακολούθως γίνεται η σύνδεση των κλώνων στους 
οποίους προκλήθηκε το ρήγµα και απελευθέρωση του δεύτερου τµήµατος (G-segment) 
µέσω µιας πύλης της πρωτεΐνης. Τέλος, η πύλη της πρωτεΐνης κλείνει και το ένζυµο είναι 
έτοιµο να ακολουθήσει ένα δεύτερο καταλυτικό κύκλο. Η τοποϊσοµεράση ΙΙ συνδέεται 
οµοιοπολικά µόνο σε τµήµατα DNA τα οποία έχουν µονόκλωνα άκρα αποτελούµενα από 
τέσσερις βάσεις στο 5’ τελικό άκρο (Εικόνα 13).   
 Η τοποϊσοµεράση ΙΙ χρειάζεται δύο συµπαράγοντες προκειµένου να πραγµατοποιήσει 
τον καταλυτικό της κύκλο. Πρώτον η τοποϊσοµεράση ΙΙ χρειάζεται ένα δισθενές κατιόν, το 
οποίο είναι απαραίτητο για την εµφάνιση της ενεργότητας του ενζύµου. Συγκεκριµένα, in 
vivo µελέτες έχουν δείξει ότι το ένζυµο χρησιµοποιεί ως δισθενές κατιόν το µαγνήσιο. 
∆εύτερον, το ένζυµο χρησιµοποιεί την ενέργεια του ATP προκειµένου να πραγµατοποιήσει 
το πέρασµα του τµήµατος του DNA (McClendona et al., 2007). 
 
 
Εικόνα 13: Πρότυπο δράσης της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
 
1.5.2.3 Βιολογικές λειτουργίες της Τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
 
 Ένας από τους σηµαντικούς ρόλους των DNA τοποϊσοµερασών είναι η επίλυση 
τοπολογικών προβληµάτων στο DNA, τα οποία δηµιουργούνται κατά τη διάρκεια της 
αντιγραφής. Απουσία της ενεργότητας της τοποϊσοµεράσης το ξετύλιγµα της µητρικής 
αλυσίδας του DNA οδηγεί στη συσσώρευση θετικών υπερελικώσεων στο τµήµα του DNA 
που βρίσκεται καθοδικά από την διχάλα αντιγραφής. Αυτές οι θετικές υπερελικώσεις που 
δηµιουργούνται είναι δυνατόν να αφαιρεθούν τόσο από την τοποϊσοµεράση Ι όσο και από 
την τοποϊσοµεράση ΙΙ. Η δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ ωστόσο είναι απαραίτητη στην 
περίπτωση που υπάρχουν δύο διχάλες αντιγραφής, οι οποίες συναντώνται κατά την εξέλιξη 
της διαδικασίας της αντιγραφής.  
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 Η τοποϊσοµεράση ΙΙ συµµετέχει και στη διαδικασία της µεταγραφής. Η RNA 
πολυµεράση γλιστρώντας πάνω στο DNA δηµιουργεί θετικές υπερελικώσεις καθοδικά από 
το σύµπλοκο µεταγραφής και αρνητικές υπερελικώσεις ανοδικά από το σηµείο δράσης της. 
Είναι εποµένως κατανοητό ότι η παρουσία της τοποϊσοµεράσης ΙΙ είναι απαραίτητη για την 
επιµήκυνση της µεταγραφής. Έχει δειχθεί ότι η τοποϊσοµεράση ΙΙβ αλληλεπιδρά µε τους 
υποκινητές ως µέρος ενός πολυπρωτεϊνικού συµπλόκου και ότι η ενεργότητα του ενζύµου 
απαιτείται για την ενεργοποίηση της µεταγραφής. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι το 
σύµπλοκο πρωτεϊνών που αλληλεπιδρά µε τους υποκινητές περιλαµβάνει επιδιορθωτικά 
ένζυµα, τα οποία δεν φαίνεται να συµµετέχουν στην επιδιόρθωση του ρήγµατος που 
προκαλείται από την τοποϊσοµεράση ΙΙβ (Nitiss, 2009). 
 Σηµαντική είναι η δραστικότητα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ για τη διατήρηση της δοµής 
των χρωµοσωµάτων, καθώς και για τη συµπύκνωση της χρωµατίνης. Έχει ταυτοποιηθεί ένα 
χρωµοσωµικό σύµπλεγµα-ικρίωµα (scaffold) που περιλαµβάνει την τοποϊσοµεράση ΙΙα και 
ένα πρωτεϊνικό σύµπλοκο συµπύκνωσης, το οποίο είναι σηµαντικό για την ένωση και το 
διαχωρισµό των χρωµοσωµάτων (Nitiss et al., 2009).   
  Η συµµετοχή της τοποϊσοµεράσης στη συµπύκνωση της χρωµατίνης είναι εύλογη 
εφόσον κατά τη διάρκεια της διαδικασίας εµφανίζονται τοπολογικές αλλαγές στο DNA, οι 
οποίες µπορεί να οδηγήσουν στη δηµιουργία υπερελικώσεων στην αλυσίδα του DNA. 
Πειράµατα σε Drosophila και κύτταρα θηλαστικών έχουν δείξει ότι η αναστολή του ενζύµου 
µπλοκάρει το τελικό στάδιο της συµπύκνωσης του χρωµοσώµατος. Τα κύτταρα τα οποία 
εισέρχονται στον κυτταρικό κύκλο και στα οποία δεν έχει ολοκληρωθεί η συµπύκνωση 
καθώς και ο διαχωρισµός των χρωµοσωµάτων, εµφανίζουν πολυπλοειδία και οδηγούνται σε 
κυτταρικό θάνατο (Wang, 1996). 
 
1.5.3 DNA Τοποϊσοµεράσες και καρκίνος 
 
 Οι τοποϊσοµεράσες είναι ένζυµα ικανά να αλλάζουν την τοπολογία του DNA µε 
αποτέλεσµα να συµµετέχουν σε πολλές διεργασίες που αφορούν το µεταβολισµό του DNA, 
όπως η αντιγραφή, η µεταγραφή, ο ανασυνδυασµός του DNA και η συµπύκνωση της 
χρωµατίνης (Webb et al., 2003). Κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες η πιθανότητα 
εµφάνισης µεταλλάξεων, παρεµβολών, ελλείψεων και χρωµοσωµικών ανωµαλιών είναι 
δυνατόν να αυξάνεται µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία σοβαρών βλαβών στο DNA, που 
πιθανότατα να οδηγήσουν στην εµφάνιση καρκίνου. Έχει βρεθεί ότι στα καρκινικά κύτταρα 
οι τοποϊσοµεράσες βρίσκονται σε αυξηµένα επίπεδα, καθώς τα κύτταρα αυτά 
πολλαπλασιάζονται µε γρήγορους ρυθµούς. Με βάση το γεγονός ότι οι τοποϊσοµεράσες 
αποτελούν σηµαντικά ένζυµα για την αντιγραφή και τη σταθερότητα του γενετικού υλικού, 
συχνά έχουν αποτελέσει στόχο πολλών αντικαρκινικών φαρµάκων σε διάφορες θεραπείες 
κατά του καρκίνου. Έτσι παράγοντες οι οποίοι επιδρούν και αναστέλλουν τη δράση τόσο 
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της τοποϊσοµεράσης Ι και όσο και της ΙΙ θεωρούνται σηµαντικοί αντικαρκινικοί παράγοντες 
(Froelich-Ammon et al., 1995).  
 
 
Εικόνα 14: Μηχανισµός κυτταροτοξικότητας των αναστολέων των τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ 
 
1.5.4 Αναστολείς τοποϊσοµερασών 
 
 Η αναστολή των τοποϊσοµερασών µπορεί να επιτευχθεί µε δύο διαφορετικούς 
τρόπους, µε αποτέλεσµα οι αναστολείς των ενζύµων να χωρίζονται σε δύο κατηγορίες: 
τους αναστολείς τάξης Ι και αναστολείς τάξης ΙΙ. Οι αναστολείς τάξης Ι ή αναστολείς 
δηλητήρια (poison) συνδέονται στο σύµπλοκο ενζύµου-DNA και το σταθεροποιούν, µε 
αποτέλεσµα να εµποδίζουν την επανένωση των αλυσίδων του DNA. Οι αναστολείς τάξης ΙΙ 
ή καταλυτικοί αναστολείς µπορούν να συνδεθούν είτε στο ένζυµο είτε στο DNA, µε 
αποτέλεσµα να εµποδίζεται η σύνδεση της τοποϊσοµεράσης στο DNA (Chowdhury et al., 
2002).  
 Οι αναστολείς που δρουν ως δηλητήρια (poison) χρησιµοποιούν δύο διαφορετικούς 
µηχανισµούς µε τους οποίους καταστέλλουν την ενεργότητα των ενζύµων. Οι αναστολείς 
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της τοποϊσοµεράσης Ι σταθεροποιούν ένα οµοιοπολικό δεσµό ανάµεσα σε ένα κατάλοιπο 
τυροσίνης του ενζύµου και το 5’ άκρο της αλυσίδας του DNA, ενώ οι αναστολείς της 
τοποϊσοµεράσης ΙΙ σταθεροποιούν ένα οµοιοπολικό δεσµό ανάµεσα στην τυροσίνη του 
ενζύµου και το 3’ άκρο της αλυσίδας του DNA (Cummings et al., 1993). 
Το σύµπλοκο τοποϊσοµεράση-DNA-αναστολέας µπορεί να σχηµατιστεί µε τρεις 
διαφορετικούς τρόπους. Το φάρµακο είτε συνδέεται πρώτα στην τοποϊσοµεράση και µετά 
δηµιουργείται το σύµπλοκο µε το DNA, είτε συνδέεται στο DNA και µετά δηµιουργείται το 
σύµπλοκο µε την τοποϊσοµεράση. Εναλλακτικά, δηµιουργείται πρώτα το σύµπλοκο 
τοποϊσοµεράσης-DNA και κατόπιν συνδέεται το φάρµακο (Εικόνα 15) (Froelich-Ammon et 
al., 1995). 
Στη θεραπεία κατά του καρκίνου χρησιµοποιούνται φάρµακα που στοχεύουν τόσο 
την τοποϊσοµεράση Ι όσο και την τοποϊσοµεράση ΙΙ. Ωστόσο κάθε είδος φαρµάκου 
χρησιµοποιείται για διαφορετικούς τύπους καρκίνου, ανάλογα µε την τοποϊσοµεράση που 
στοχεύει και τον τρόπο δράσης του. Για παράδειγµα τα φάρµακα που στοχεύουν την 
τοποϊσοµεράση Ι, όπως η καµπτοθεκίνη και η τοποτεκάνη, είναι αποτελεσµατικά απέναντι 
σε αργά αναπτυσσόµενους όγκους, στους οποίους η ποσότητα της τοποϊσοµεράσης Ι είναι 
παρόµοια µε αυτή που εκφράζεται στους πιο γρήγορα αναπτυσσόµενους όγκους. Αντίθετα 
φάρµακα που στοχεύουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ, όπως η ετοποσίδη και η τενιποσίδη, είναι 
χρήσιµα για γρήγορα αναπτυσσόµενους όγκους, οι οποίοι εκφράζουν µεγάλες ποσότητες 
τους ενζύµου (Constantinou et al., 1995).     
 
 
Εικόνα 15: Σχηµατισµός του συµπλόκου τοποϊσοµεράση-φάρµακο-DNA 
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1.5.4.1 Αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι 
 
 Οι γνωστοί αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι είναι η καµπτοθεκίνη και ορισµένα 
παράγωγά της. Η καµπτοθεκίνη (CPT) είναι ένα αλκαλοειδές, παρόν στο κινέζικο δέντρο, 
Camptotheca acuminate. Υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η CPT αποτελεί ένα αναστολέα 
δηλητήριο (poison) της τοποϊσοµεράσης Ι. Μόνο το φυσικό ισοµερές της CPT είναι ικανό να 
αναστέλλει την τοποϊσοµεράση Ι και επιπλέον κύτταρα τα οποία επιλέγονται µε βάση την 
ανθεκτικότητα τους στη CPT εµφανίζουν µεταλλάξεις στο γονίδιο της τοποϊσοµεράσης Ι 
(Pommier, 2009). 
 Η καµπτοθεκίνη συνδέεται και σταθεροποιεί το παροδικό σύµπλοκο που αποτελείται 
από το DNA και την τοποϊσοµεράση Ι, το οποίο δηµιουργείται κατά τη διάρκεια της 
αντιγραφής. Η καµπτοθεκίνη δεν επηρεάζει την ικανότητα της τοποϊσοµεράσης να προκαλεί 
ρήγµα στην αλυσίδα του DNA, αλλά αναστέλλει το τελικό στάδιο της κατάλυσης από την 
τοποϊσοµεράση, αυτό της επανασύνδεσης των αλυσίδων του DNA. Αυτή η διαδικασία 
εµφανίζεται κατά τη διάρκεια της φάσης S του κυτταρικού κύκλου και η δράση της 
καµπτοθεκίνης θεωρείται ότι εξαρτάται από τον κυτταρικό κύκλο. Ωστόσο, έχουν αναφερθεί 
µελέτες που δείχνουν ότι η καµπτοθεκίνη δεν έχει κυτταροτοξική δράση µόνο κατά τη 
διάρκεια της φάσης S, αλλά µπορεί να επιδρά και σε κύτταρα που δεν βρίσκονται στη 
διαδικασία της σύνθεσης του DNA. Οι µηχανισµοί κυτταροτοξικότητας που εξαρτώνται από 
την αντιγραφή πιθανόν να περιλαµβάνουν πρωτεάσες σερίνης και ενδονουκλεάσες 
(Rothenberg, 1997). 
 
Εικόνα 16: Σύνδεση της καµπτοθεκίνης στο σύµπλοκο του ενζύµου µε το DNA  
 
 Η καµπτοθεκίνη, ως αναστολέας της τοποϊσοµεράσης Ι παρουσιάζει σηµαντική 
αντικαρκινική δράση, όµως προκαλεί σοβαρές ανεπιθύµητες επιδράσεις στα κύτταρα, οι 
οποίες περιορίζουν την κλινική εφαρµογή της. Η δηµιουργία αναστολέων που αποτελούν 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:58:33 EET - 137.108.70.7
38 
 
ανάλογα της καµπτοθεκίνης πραγµατοποιήθηκε ώστε να µειωθεί η υψηλή τοξικότητα και να 
αυξηθεί η διαλυτότητα της καµπτοθεκίνης στο νερό, δύο παράγοντες που περιορίζουν την 
εφαρµογή του φαρµάκου. Ως αποτέλεσµα δηµιουργήθηκαν υδατοδιαλυτά ανάλογα της 
καµπτοθεκίνης, όπως η ιρινοτεκάνη (CPT-11), η τοποτεκάνη και η 9-αµινοκαµπτοθεκίνη (9-
AC) (Rothenberg, 1997). Άλλοι αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι αποτελούν το SN-38 
(µεταβολίτης του CPT-11), τα βενζοανθρακένια, οι ινδολοκαρµπαζόλες και οι 
βενζιµιδαζόλες (Pommier et al., 1998). 
 Στους καταλυτικούς αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι συγκαταλέγονται µόρια που 
συνδέονται στο DNA και καταστέλλουν τη δηµιουργία ρήγµατος στην αλυσίδα του DNA, 
όπως η δοξορουµπικίνη, η ακλακινοµυκίνη Α (aclacinomycin), το TAN-1518 A και B και η 
δισταµυκίνη. Η αποτελεσµατικότητα των µορίων αυτών είναι εµφανής σε µεγάλες 
συγκεντρώσεις και φαίνεται ότι σχετίζεται µε την ικανότητα τους να συνδέονται στο DNA 
(Pommier et al., 1998).  
 
Εικόνα 17: Χηµική δοµή αναστολέων δηλητήρια (poison) της τοποϊσοµεράσης Ι 
 
Εικόνα 18: Χηµικές δοµές παραγώγων καµπτοθεκίνης 
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1.5.4.2 Αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ  
 
 Σε αντίθεση µε την τοποϊσοµεράση Ι, η τοποϊσοµεράση ΙΙ αποτελεί στόχο για ένα 
µεγάλο αριθµό αντινεοπλασµατικών φαρµάκων, τα οποία µπορεί να διαφέρουν δοµικά. 
Φάρµακα όπως η ετοποσίδη, η δοξορουµπικίνη, η αµσακρίνη και η µιτοξανδρόνη 
χρησιµοποιούνται συχνά για τη θεραπεία ανθρώπινων καρκίνων. Επιπλέον, οι 
χηµειοπροστατευτικές διατροφές για τη θεραπεία κακοήθων όγκων στηρίζονται ή 
αποτελούνται κυρίως από παράγοντες που στοχεύουν την τοποϊσοµεράση ΙΙ. Τα φάρµακα 
πιθανόν να αλληλεπιδρούν κυρίως µε την α ισοµορφή του ενζύµου. Ωστόσο µελέτες έχουν 
δείξει ότι και η τοποϊσοµεράση ΙΙβ παίζει ένα σηµαντικό ρόλο στη δράση του φαρµάκου.  
 Ικανότητα αναστολής της τοποϊσοµεράσης ΙΙ έχουν δείξει και άλλα φάρµακα όπως η 
σαϊντοπίνη, η ελλιπτικίνη και το µόριο CP-115,953, µια κινολόνη που µάλιστα εµφανίζει 
µεγαλύτερη ικανότητα αναστολής της τοποϊσοµεράσης ΙΙ από την ετοποσίδη. Γενικότερα οι 
κινολόνες αποτελούν µια από τις σηµαντικότερες κατηγορίες φαρµάκων, καθώς έχει βρεθεί 
ότι µπορούν να επιδρούν τόσο σε ευκαρυωτικούς όσο και σε προκαρυωτικούς οργανισµούς 
(Froelich-Ammon et al., 1995). 
 
Εικόνα 19: Χηµικές δοµές αναστολέων poison της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
 
 Ο µηχανισµός δράσης του κάθε φαρµάκου είναι διαφορετικός. Η ετοποσίδη, η οποία 
ανήκει στις επιποδοφυλλοτοξίνες, σταθεροποιεί το σύµπλοκο της τοποϊσοµεράσης ΙΙ µε το 
DNA. Η δοξορουβικίνη, που ανήκει στις ανθρακυκλίνες, συνδέεται µε την πυρηνική 
χρωµατίνη σχηµατίζοντας ένα τριαδικό σύµπλεγµα µε την τοποϊσοµεράση ΙΙ και το DNA 
που προκαλεί διάσπαση του κλώνου. Η ελλιπτικίνη προκαλεί είτε την αποσύνδεση της 
τοποϊσοµεράσης, είτε τον σχηµατισµό του συµπλόκου τοποϊσοµεράση ΙΙ-DNA που 
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δηµιουργεί συνεχόµενα σπασίµατα. Τέλος, η αµσακρίνη που κατατάσσεται στις 
µακαλουβαµίνες δηµιουργεί διαµεσολαβούµενα από το ένζυµο δίκλωνα σπασίµατα (Wang 
et al., 1997). 
 Μια δεύτερη τάξη φαρµάκων που επιδρούν στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης ΙΙ 
έχουν σηµαντικές κλινικές εφαρµογές. Σε αντίθεση µε τους αναστολείς-δηλητήρια (poison) 
οι παράγοντες αυτοί επιδρούν στην καταλυτική ενεργότητα του ενζύµου, χωρίς όµως να 
εµποδίζουν την πρόκληση ρήγµατος στο DNA. Έχει βρεθεί από µελέτες σε προκαρυωτικούς 
οργανισµούς ότι ουσίες όπως η νοβοµπιοκίνη και η κουµερµυκίνη αποτελούν καταλυτικούς 
αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, καθώς παρεµβαίνουν και εµποδίζουν την πρόσδεση του 
ATP, µε αποτέλεσµα το ένζυµο να µην ενεργοποιείται. Καταλυτικοί αναστολείς έχουν βρεθεί 
και για την ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση ΙΙ όπως είναι η µερβαρόνη, το µόριο ICRF-193, 
σταυροσπορίνη και η µιτινδοµίδη (Fortune et al., 1998). 
 
1.5.5 Πολυφαινόλες ως αναστολείς των τοποϊσοµερασών 
 
 Όπως έχει αναφερθεί οι πολυφαινόλες έχουν πολλαπλές βιολογικές λειτουργίες, 
µεταξύ των οποίων είναι και η ισχυρή αντικαρκινική τους δράση. Μελέτες έδειξαν ότι 
διάφορα πολυφαινολικά µόρια είναι ικανά να δρουν ως αναστολείς των τοποϊσοµερασών, 
όπως για παράδειγµα η ισοφλαβόνη γενιστεΐνη και τα φλαβονοειδή λουτεολίνη και 
κερκετίνη.  
Τα δύο φλαβονοειδή, λουτεολίνη και κερκετίνη, δρουν µε διαφορετικό τρόπο. 
Συγκεκριµένα η λουτεολίνη είναι ικανή να αναστέλλει τόσο την τοποϊσοµεράση Ι όσο και 
την τοποϊσοµεράση ΙΙ, επιδρώντας ως αναστολέας-δηλητήριο (poison) στο σύµπλοκο που 
δηµιουργείται από το DNA µε το ένζυµο. Αντίθετα η κερκετίνη δρα ως αναστολέας-
δηλητήριο (poison) και για τα δύο ένζυµα, εµποδίζοντας την επανένωση των τµηµάτων του 
DNA ύστερα από το πέρασµα της αλυσίδας του DNA. Κατά συνέπεια, η λουτεολίνη και η 
κερκετίνη δρουν ως αντικαρκινικοί παράγοντες, γεγονός που τα καθιστά σηµαντικά µόρια 
για την πρόληψη του καρκίνου (Cantero et al., 2006). 
 
Εικόνα 20: Χηµική δοµή των φλαβονοειδών λουτεολίνη και κερκετίνη 
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Ένα άλλο πολυφαινολικό µόριο το οποίο εµφανίζει ικανότητα αναστολής της 
τοποϊσοµεράσης ΙΙ είναι το EGCG (epigallocatechin gallate), το οποίο περιέχεται σε µεγάλο 
ποσοστό στο πράσινο τσάι. Έχει βρεθεί από µελέτες ότι το EGCG επιδρά στις δύο ισοµορφές 
της τοποϊσοµεράσης ΙΙ, ΙΙα και ΙΙβ. Το EGCG επηρεάζει την ενεργότητα των δύο ισοµορφών 
του ενζύµου µε έναν τρόπο που περιλαµβάνει οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, οι οποίες 
απαιτούν την οµοιοπολική σύνδεση του EGCG στην τοποϊσοµεράση ΙΙα και ΙΙβ (Bandele et 
al., 2008). 
Έχει δειχθεί ότι ικανότητα αναστολής της τοποϊσοµεράσης Ι εµφανίζουν και πολλά 
γλυκοσίδια φλαβονών, στα οποία περιλαµβάνεται και η ένωση οριεντίνη (πίνακας 3). Πολλά 
από αυτά τα πολυφαινολικά µόρια έχουν τη δυνατότητα να δρουν ταυτόχρονα και ως 
καταλυτικοί αναστολείς, αλλά και ως αναστολείς δηλητήρια (poison), παρεµβαίνοντας τόσο 
στο DNA όσο και στο σύµπλοκο που σχηµατίζει η τοποϊσοµεράση Ι µε το DNA (Webb et al., 
2004). 
 
Πίνακας 3: Ικανότητα αναστολής της τοποϊσοµεράσης Ι από ορισµένα φλαβονοειδή, τα 
οποία δρουν ως αναστολείς δηλητήρια 
 
Χηµική ∆οµή Κοινή ονοµασία 
% Αναστολή  







2 (± 2.1) 
44 (±8.9) 
55 (± 8.2) 
69 (± 5.6 ) 










48 (± 1) 
56 (± 6.2) 
57 (± 15.6) 
62 (± 14.9) 
9 (± 4.9) 
16 (± 5.5) 
<25 




14 (± 9.9) 
5 (± 4) 
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 1.6 Σκοπός 
 
Η παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια της µελέτης των βιολογικών 
ιδιοτήτων φυτικών εκχυλισµάτων αποµονωµένα από ψυχανθή, µέλη της οικογένειας 
Leguminosae, µε έµφαση κυρίως στις χηµειοπροστατευτικές τους ιδιότητες. Σκοπός της 
παρούσας µελέτης ήταν η παρατήρηση της επίδρασης κλασµάτων τους, πλούσιων σε 
πολυφαινολικές ενώσεις, στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου και της 
ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι. Η τοποϊσοµεράση Ι αποτελεί σηµαντικό ένζυµο που 
συµµετέχει σε ζωτικές κυτταρικές λειτουργίες (αντιγραφή, µεταγραφή, σταθερότητα 
γενετικού υλικού) και έχει παρατηρηθεί ότι εµφανίζει αυξηµένα επίπεδα έκφρασης σε 
καρκινικά κύτταρα. Είναι σηµαντική η ταυτοποίηση παραγόντων που στοχεύουν και 
αναστέλλουν την δράση των τοποϊσοµερασών (Ι και ΙΙ), οι οποίοι µπορούν να αποτελέσουν 
πιθανούς αντικαρκινικούς και χηµειοπροστατευτικούς παράγοντες. Στην παρούσα εργασία 
µελετήθηκαν 7 κλάσµατα καθαρών µορίων που αποµονώθηκαν από το µεθανολικό 
εκχύλισµα του φυτού Vicia faba και 3 κλάσµατα καθαρών µορίων που αποµονώθηκαν από 
το µεθανολικό εκχύλισµα του φυτού Lotus edulis.   
 
Φυτά της οικογένειας Leguminosae 
 
Vicia faba 
  Το φυτό Vicia faba είναι ένα είδος ψυχανθούς της οικογένειας Fabaceae 
προερχόµενο από τη Βόρεια Αφρική και την Νοτιοδυτική Ασία το οποίο καλλιεργείται σε 
µεγάλο βαθµό και σε άλλες περιοχές. Τα φύλλα του φυτού είναι πτεροειδή µε 2-7 φυλλάρια 
και έχουν ένα ευδιάκριτο γκριζοπράσινο χρώµα, τα λουλούδια αποτελούνται από 5 πέταλα, 
ενώ ο καρπός (legume) είναι ένα πλατύ σκληρό περικάρπιο οσπρίου µε µια πλατιά 
χνουδωτή επιφάνεια που περιέχει 3-8 σπόρους. Πρόκειται για ένα διπλοειδές φυτό και κάθε 
κύτταρο του περιέχει 12 χρωµοσώµατα (6 οµόλογα ζεύγη). Οι καρποί είναι γνωστοί ως 
κουκιά, καταναλώνονται ως τρόφιµα και είναι σηµαντικό κοµµάτι της Μεσογειακής 
διατροφής, ενώ επιδεικνύουν και µια σειρά από σηµαντικά οφέλη για την υγεία, αφού είναι 
πλούσια σε πολλά ζωτικά συστατικά για τον ανθρώπινο οργανισµό. Περιέχουν µεγάλες 
ποσότητες τυραµίνης, γι’ αυτό και πρέπει να µην περιλαµβάνονται στη διατροφή ατόµων 
που λαµβάνουν αναστολείς µονοαµινοξειδασών (MAOI) ως φάρµακα.  
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Εικόνα 21: Φυτό Vicia faba διάταξη του φυτού, το άνθος και οι καρποί του (κουκιά) 
 
Lotus edulis 
Το γένος Lotus ανήκει στην οικογένεια φυτών Fabaceae και προέρχεται από την 
Ευρώπη και συγκεκριµένα από την περιοχή της Μεσογείου. Το φυτό Lotus edulis, γνωστό 
και ως περατζούνι, είναι ετήσιο και παρουσιάζει συµβιωτικές σχέσεις µε βακτήρια του 
εδάφους, τα οποία σχηµατίζουν εξογκώµατα στις ρίζες των φυτών και παράγουν 
ατµοσφαιρικό άζωτο.  Κατά συνέπεια αποτελεί σηµαντική πηγή αζώτου, ενώ µπορεί να 
καταναλωθεί και ως τρόφιµο (www.pfaf.org). 
 
       
Εικόνα 22: Φυτό Lotus edulis, το άνθος και ο καρπός του  
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2.1.1 Κλάσµατα καθαρών µορίων 
 
 Στη συγκεκριµένη εργασία µελετήθηκε η επίδραση κλασµάτων καθαρών µορίων της 
οικογένειας Leguminosae στην ενεργότητα της τοποϊσοµεράσης Ι. Πιο αναλυτικά 7 
κλάσµατα αποµονώθηκαν από το φυτό Vicia faba και 3 κλάσµατα από το φυτό Lotus edulis.  
H αποµόνωση των µεθανολικών εκχυλισµάτων από τα φυτά, η περαιτέρω κλασµάτωση των 
εκχυλισµάτων, ο καθαρισµός τους και η ταυτοποίηση των καθαρών µορίων έχει περιγραφεί 
αναλυτικά από τους Spanou et al. (Spanou et al., 2008). Οι δοµές των πολυφαινολικών 
ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα κλάσµατα δίνονται στις Εικόνες 23 και 24 και οι πλήρεις 
ονοµασίες και τα µοριακά βάρη των πολυφαινολικών ενώσεων δίνονται στον πίνακα 4. 
 
 




Εικόνα 24: Χηµική δοµή των καθαρών µορίων του φυτού Lotus edulis 
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Πίνακας 4: Ονόµατα των καθαρών πολυφαινολικών ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν στα 
κλάσµατα που αποµονώθηκαν από τα µεθανολικά εκχυλίσµατα των φυτών V. faba και L. 
edulis  
Φυτό Καθαρή ένωση Όνοµα της ένωσης ΜΒ
* 
Vicia faba Vf 5α 3-Ο-(2-Ο-ραµνοπυρανοσυλο)-γαλακτοπυρανοσυλο-
7-Ο-ραµνοπυρανοσυλοκερκετίνη 756,66 
Vicia faba Vf 7b 
9-O-β-D-γλυκοπυρανοσυλοξυ-6-υδροξυ-3-οξο-α-
ιονόλη 386 
Vicia faba Vf 7bb, Vf 8c 
3-Ο-(2-Ο-ραµνοπυρανοσυλο)-γαλακτοπυρανοσυλο-
7-Ο-ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 740,66 
Vicia faba Vf 11c 
3-Ο-γαλακτοπυρανοσυλο-7-Ο- 
ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 594,52 
Vicia faba Vf 12e 
3-Ο-αραβινοπυρανοσυλο-7-Ο- 
ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 564,49 
Vicia faba Vf 12f 
3-Ο-γλυκοπυρανοσυλο-7-Ο- 
ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 594,52 
Lotus edulis Le D3 3,7-δι-Ο-ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 578,52 
Lotus edulis Le C2 
3-Ο-(5-Ο-ακετυλαπιοφουρανοσυλο)-7-Ο- 
ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 606 
Lotus edulis Le D6 
3-Ο-απιοφουρανοσυλο-7-Ο- 
ραµνοπυρανοσυλοκαιµπφερόλη 578,52 
*ΜΒ: Μοριακό βάρος της ένωσης 
 
2.1.2 Πλασµιδιακό DNA  
 
Πλασµίδιο Bluescript-SK+ ενσωµατωµένο σε βακτήρια E. coli 
 
2.1.3 Αποµόνωση πλασµιδίου  
 
• LB Broth (Scharlau-Ισπανία) 
• NaCl (Panreac-Ισπανία) 
• Αµπικιλλίνη (Ampicilin) (Sigma-Γερµανία) 
• Sol 1 (διάλυµα 1): Γλυκόζη (glucose) (Panreac-Ισπανία), Tris (Merck-Γερµανία) 
(pH=8), EDTA (Panreac-Ισπανία) 
• Sol 2 (διάλυµα 2): SDS 10% (Sigma-Γερµανία), NaOH (Merck-Γερµανία) 
• Sol 3 (διάλυµα 3): potassium acetate (Sigma-Γερµανία), oξικό οξύ (Merck-
Γερµανία) 
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• Προπανόλη (Merck-Γερµανία) 
• Αιθανόλη (Merck-Γερµανία) 
• RNAse (Sigma-Γερµανία) 
 
2.1.4 Topoisomerase I relaxation assay 
 
2.1.4.1 Wheat germ Τopoisomerase I relaxation assay  
 
• Ένζυµο: τοποϊσοµεράση Ι από σπόρο σιταριού  (Promega-Η.Π.Α.) 
• DTT (DiThioThreitol-∆ιθειοθρεϊτόλη) (Applichem-Γερµανία) 
• Γλυκερόλη (Panreac-Ισπανία)  
• Tris (Merck-Γερµανία) 
• HCl (Merck-Γερµανία) 
• NaCl (Panreac-Ισπανία) 
• EDTA (Panreac-Ισπανία) 
• Βορικό οξύ (Boric acid) (Sigma-Γερµανία) 
• Αγαρόζη (agarose)  
• Χρωστική κυανό της βρωµοφαινόλης (Bromophenol blue) (Research Organics- 
Η.Π.Α) 
• Βρωµιούχο αιθίδιο (Ethithium Bromide) (Merck-Γερµανία) 
 
2.1.4.2 Human Τopoisomerase I relaxation assay  
 
• Ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι (ανασυνδυασµένη, αγρίου τύπου) (TopoGen-Η.Π.Α) 
• ∆ιάλυµα αντίδρασης (Reaction buffer, 1Χ): 10 mM Tris-Cl, pH 7.9, 150 mM NaCl, 
0.11% BSA, 0.11 mM σπερµιδίνη, 5% γλυκερόλη) (TopoGen-Η.Π.Α)  
• ∆ιάλυµα αραίωσης ενζύµου: 10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 mM PMSF, 2 
mM DTT, 50 µg/ml BSA (TopoGen-Η.Π.Α)  
• Tris (Merck-Γερµανία) 
• HCl (Merck-Γερµανία) 
• NaCl (Panreac-Ισπανία) 
• EDTA (Panreac-Ισπανία) 
• Βορικό οξύ (Boric acid) (Sigma-Γερµανία) 
• Αγαρόζη (agarose)  
• Χρωστική κυανό της βρωµοφαινόλης (Bromophenol blue) (Research Organics- 
Η.Π.Α) 
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Topoisomerase I relaxation assay 
 
2.2.1 Αρχή της µεθόδου 
 
 Η µέθοδος βασίζεται στην ικανότητα της τοποϊσοµεράσης I να προκαλεί µονόκλωνα 
σπασίµατα σε πλασµιδιακό DNA. Το πλασµιδιακό DNA έχει την ιδιότητα να εµφανίζεται σε 
τρεις διαµορφώσεις όταν τρέχει µέσω ηλεκτροφόρησης σε πήκτωµα αγαρόζης: α) την 
υπερελικωµένη µορφή, η οποία είναι και η πιο συµπυκνωµένη µορφή, β) την ανοιχτή 
κυκλική διαµόρφωση, στην οποία µεταβαίνει το πλασµίδιο µετά από µονόκλωνο ρήγµα στην 
αλυσίδα του DNA και γ) τη γραµµική διαµόρφωση, στην οποία µεταβαίνει το πλασµίδιο 
µετά από δίκλωνα ρήγµατα της αλυσίδας του DNA.   
 Οι διαµορφώσεις του πλασµιδιακού DNA κινούνται µε διαφορετική ταχύτητα στο 
πήκτωµα της αγαρόζης κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης. Η υπερελικωµένη 
διαµόρφωση του DNA είναι η πιο συµπαγής και έχει την ικανότητα να διαπερνά τους 
πόρους της αγαρόζης µε µεγαλύτερη ταχύτητα και συνεπώς διανύει µεγαλύτερη απόσταση 
στο πήκτωµα της αγαρόζης. Η δράση της τοποϊσοµεράσης Ι στο πλασµιδιακό DNA προκαλεί 
µονόκλωνα σπασίµατα στην υπερελικωµένη διαµόρφωση του DNA, µε αποτέλεσµα αυτό να 
µεταβαίνει στην ανοιχτή κυκλική διαµόρφωση. Η ανοιχτή κυκλική διαµόρφωση κινείται πιο 
αργά από την υπερελικωµένη διαµόρφωση διαµέσου των πόρων της αγαρόζης, µε 
αποτέλεσµα να εµφανίζεται ψηλότερα από την υπερελικωµένη µορφή στο πήκτωµα της 
αγαρόζης µετά από την ηλεκτροφόρηση. Τέλος, η γραµµική διαµόρφωση εµφανίζεται 
ανάµεσα στην ανοιχτή κυκλική και στην υπερελικωµένη διαµόρφωση, λόγω του ότι µπορεί 
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2.2.2 Πειραµατική διαδικασία 
 
 
2.2.2.1 Αποµόνωση πλασµιδίου 
 
 Το θρεπτικό µέσο για την καλλιέργεια των βακτηρίων περιείχε 1,5 gr LB broth και 1 
gr NaCl σε 100 ml απιονισµένο νερό. Ακολούθησε προσθήκη διαλύµατος 100µl 
αµπικιλλίνης 100mg/ml, ώστε να επιτευχθεί τελική συγκέντρωση 100 µg/ml. Το θρεπτικό 
µέσο αποστειρώθηκε στους 120οC µε υγρή αποστείρωση για 20min, πριν από την προσθήκη 
της αµπικιλλίνης. Έπειτα 3-4 ml από το θρεπτικό µέσο επιµολύνθηκαν µε βακτήρια E. coli 
µετασχηµατισµένα µε το Bluescript-SK+ πλασµιδιακό DNA και η καλλιέργεια έφθασε σε 
εκθετικό στάδιο ανάπτυξης, µετά από συνεχή ανάδευση σε 210 στροφές, σε θερµοκρασία 
37οC για περίπου 4 ώρες. Στη συνέχεια αυτή η µικρή καλλιέργεια µεταφέρθηκε στην φιάλη 
που περιείχε το θρεπτικό µέσο των 100 ml. και αφέθηκε να αναπτυχθεί, µε συνεχή 
ανάδευση, στις 210 στροφές, σε θερµοκρασία 37οC, για περίπου 12-13 ώρες. 
  Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA από την βακτηριακή καλλιέργεια 
περιλαµβάνει τα εξής βήµατα: τα βακτήρια διαχωρίστηκαν (ως ίζηµα) µετά από 
φυγοκέντρηση 20 λεπτών, σε 4000 στροφές και διαλύθηκαν σε 8 ml διαλύµατος 1 (50 mM 
γλυκόζη, 25 mM Tris-Cl pH=8.0, 10 mM EDTA pH=8.0). Στην συνέχεια έγινε προσθήκη 16 
ml διαλύµατος 2 (0,2 N NaOH, 1% SDS) και απαλή ανάδευση. Ακολούθησε προσθήκη 12 
ml διαλύµατος 3 (45 ml από 5Μ οξικό κάλιο, 11,5 ml οξικό οξύ σε 28,5 ml νερό), 
ανάδευση και φυγοκέντρηση για 20 λεπτά σε 5000 στροφές, σε 4οC. Μετά την 
φυγοκέντρηση το υπερκείµενο συλλέχθηκε και µεταφέρθηκε σε καινούριο σωλήνα και 
πραγµατοποιήθηκε επανάληψη της προηγούµενης φυγοκέντρησης. Μετρήθηκε ο όγκος του 
υπερκείµενου και ακολούθησε η προσθήκη παγωµένης ισοπροπανόλης σε ποσό ίσο µε το 
60% του όγκου του υπερκείµενου. Μετά από έντονη ανάδευση του µείγµατος ακολούθησε 
φυγοκέντρηση για 20 λεπτά, σε 5000 στροφές, σε 4οC και ξέπλυµα του ιζήµατος µε 70% 
παγωµένη αιθανόλη 50% του όγκου και ανάδευση. Τέλος ακολούθησε φυγοκέντρηση για 
20 λεπτά σε 5000 στροφές και µετά από στέγνωµα σε 37οC το ίζηµα διαλυτοποιήθηκε σε 
διάλυµα ΤΕ (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA) που περιείχε το ένζυµο RNAse σε τελική 
συγκέντρωση 10 µg/ml για την αποφυγή της αποδόµησης του RNA.  
Η εκτίµηση της ποσότητας και της καθαρότητας του πλασµιδιακού DNA 
πραγµατοποιήθηκε µε µέτρηση της απορρόφησης ΑBS σε µήκη κύµατος 260 και 280 nm 
(στα 280 nm απορροφούν οι πρωτεΐνες και στα 260 nm το DNA). Η συγκέντρωση του 
πλασµιδιακού DNA  υπολογίζεται βάσει του τύπου:  
  
C (µg/µl) =Απορρόφηση στα 260 x 50 x συντελεστής αραίωσης 
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Η εκτίµηση των διαµορφώσεων του πλασµιδιακού DNA γίνεται µετά από 
ηλεκτροφόρηση σε 1% πήκτωµα αγαρόζης. Επιλέγονται δείγµατα στα οποία το πλασµιδιακό 
DNA βρίσκεται κατά 90% στην υπερλικωµένη διαµόρφωση. Το πλασµίδιο διατηρείται στους 
-20οC, αφού έχει πραγµατοποιηθεί διαχωρισµός του σε µικρότερες ποσότητες (aliquots), 




2.2.2.2 Wheat germ Τopoisomerase I relaxation assay  
 
Τα κλάσµατα καθαρών µορίων εξετάστηκαν σε συγκεντρώσεις 75, 150, 300, 500, 
750, 1000 µM για να προσδιοριστεί η επίδρασή τους στη δραστικότητα της τοποϊσοµεράσης 
I, δηλαδή την ικανότητά της να χαλαρώνει το υπερελικωµένο πλασµίδιο προκαλώντας 
µονόκλωνα σπασίµατα. Ως ισχυρός αναστολέας της τοποϊσοµεράσης Ι χρησιµοποιήθηκε ένα 
υδατικό εκχύλισµα κόκκινου σταφυλιού ποικιλίας Μανδηλαριάς σε συγκέντρωση 800 µg/ml, 
αναστέλλοντας κατά 90% την δράση της τοποϊσοµεράσης Ι (Stagos et al., 2005). Η 
τιτλοδότηση του ενζύµου έδειξε ότι 1 unit ενζύµου απαιτείται για να επιτευχθεί κατά 90% η 
µετατροπή της υπερελικωµένης διαµόρφωσης του πλασµιδίου στην χαλαρωµένη ανοιχτή 
κυκλική διαµόρφωση υπό καθορισµένες πειραµατικές συνθήκες. 
Το µείγµα κάθε αντίδρασης (20 µl) περιείχε 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20% 
γλυκερόλη, 50 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 µg Bluescript SK+ και 1 unit της 
τοποϊσοµεράσης Ι. Κάθε αντίδραση περιλάµβανε τα εξής δείγµατα: τον αρνητικό µάρτυρα 
(πλασµιδιακό DNA), το θετικό µάρτυρα (πλασµιδιακό DNA µε το ένζυµο), το θετικό 
µάρτυρα αναστολής (πλασµιδιακό DNA και ένζυµο και µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιού 
Μανδηλαριάς) και το κάθε κλάσµα καθαρού µορίου σε διαφορετικές συγκεντρώσεις 
(πλασµιδιακό DNA και ένζυµο και κλάσµα καθαρού µορίου).  
Τα δείγµατα επωάζονταν στους 37oC για 45 λεπτά και η αντίδραση τερµατιζόταν µε 
την προσθήκη 5 µl διάλυµα φόρτωσης (κυανό της βρωµοφαινόλης 0.25% + 30% 
γλυκερόλη). Η ανάλυση των δειγµάτων γινόταν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 
0,8%, σε διάλυµα ΤΒΕ 1x (10 mΜ Tris-Cl, 90 mM βορικό οξύ, 0,5 M EDTA pH=8) στα 70 V 
για 1 ώρα. Στη συνέχεια το πήκτωµα της αγαρόζης χρωµατίστηκε σε διάλυµα βρωµιούχου 
αιθιδίου (τελικής συγκέντρωσης 0,5 µg/ml) για 30 λεπτά και αποχρωµατίστηκε σε 250 ml 
απιονισµένο νερό για 30 λεπτά. Τελικά το πήκτωµα φωτογραφιζόταν κάτω από υπεριώδες 
φως (UV) και η αποθήκευση των εικόνων γινόταν µε το πρόγραµµα Alpha View (Alpha 
Innotech, San Leandro, California). Κάθε πείραµα πραγµατοποιήθηκε εις τριπλούν.  
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Αρνητικός µάρτυρας + - - - 
Θετικός µάρτυρας + + - - 
Θετικός µάρτυρας 
αναστολής 
+ + + - 
∆είγµα µε τις εξεταζόµενες 
συγκεντρώσεις των µορίων 
+ + + + 
 
 
2.2.2.3 Human Τopoisomerase I relaxation assay  
 
Τα κλάσµατα καθαρών µορίων εξετάστηκαν σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400, 
500 µM για να προσδιοριστεί η επίδρασή τους στη δραστικότητα της τοποϊσοµεράσης I. Ως 
θετικός µάρτυρας αναστολής της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης χρησιµοποιήθηκε το 
µεθανολικό εκχύλισµα κόκκινου σταφυλιού ποικιλίας Μανδηλαριάς σε συγκέντρωση 800 
µg/ml, αναστέλλοντας κατά 90% την δράση της τοποϊσοµεράσης Ι (Stagos et al., 2005). Η 
τιτλοδότηση του ενζύµου έδειξε ότι 1 unit ενζύµου απαιτείται για να επιτευχθεί κατά 90% η 
µετατροπή της υπερελικωµένης διαµόρφωσης του πλασµιδίου στην χαλαρωµένη ανοιχτή 
κυκλική διαµόρφωση υπό καθορισµένες πειραµατικές συνθήκες. 
Το µείγµα κάθε αντίδρασης (20 µl) περιείχε 100 mM Tris-HCl (pH 7.9), 1.5 M NaCl, 
50% γλυκερόλη, 1% BSA (bovine serum albumin-αλβουµίνη ορού βοός),  10x διαλύµατος 
αντίδρασης (reaction buffer), 0,25 µg Bluescript SK+ και 1 unit ανθρώπινης 
τοποϊσοµεράσης Ι. Κάθε αντίδραση περιλάµβανε τα εξής δείγµατα: τον αρνητικό µάρτυρα 
(πλασµιδιακό DNA), το θετικό µάρτυρα (πλασµιδιακό DNA και ένζυµο), το δείκτη ισχυρής 
ανασταλτικής δράσης- ή τον θετικό µάρτυρα αναστολής (πλασµιδιακό DNA και ένζυµο και 
υδατικό εκχύλισµα σταφυλιού Μανδηλαριάς) και το κάθε κλάσµα καθαρού µορίου σε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις (πλασµιδιακό DNA και ένζυµο και κλάσµα καθαρού µορίου).  
Τα δείγµατα επωάζονταν στους 37oC για 45 λεπτά και η αντίδραση τερµατιζόταν µε 
την προσθήκη 5 µl διάλυµα φόρτωσης (κυανό της βρωµοφαινόλης 0.25% + 30% 
γλυκερόλη). Η ανάλυση των δειγµάτων γινόταν µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 
0,8%, σε διάλυµα ΤΒΕ 1x (10 mΜ Tris-Cl, 90 mΜ βορικό οξύ, 0,5 M EDTA pH=8) στα 70 V 
για 1 ώρα. Στη συνέχεια το πήκτωµα της αγαρόζης χρωµατίστηκε σε διάλυµα βρωµιούχου 
αιθιδίου (τελικής συγκέντρωσης 0,5 µg/ml) για 30 λεπτά και αποχρωµατίστηκε σε 250 ml 
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απιονισµένο νερό για 30 λεπτά. Τελικά το πήκτωµα φωτογραφιζόταν κάτω από υπεριώδες 
φως (UV) και η αποθήκευση των εικόνων γινόταν µε το πρόγραµµα Alpha View (Alpha 
Innotech, San Leandro, California). Κάθε πείραµα πραγµατοποιήθηκε εις τριπλούν. 
 













Αρνητικός µάρτυρας + - - - 
Θετικός µάρτυρας + + - - 
Θετικός µάρτυρας 
αναστολής 
+ + + - 
∆είγµα µε τις εξεταζόµενες 
συγκεντρώσεις των µορίων 
+ + + + 
 
 
2.2.3 Υπολογισµοί  
 
Η επεξεργασία των φωτογραφιών των πηκτωµάτων έγινε µε το πρόγραµµα Gel-Pro, 
µε το οποίο υπολογίστηκαν µε βάση την οπτική πυκνότητα τα ποσοστά της υπερελικωµένης 
και της ανοιχτής κυκλικής διαµόρφωσης για την κάθε συγκέντρωση των υπό εξέταση 
µορίων. Από τις τιµές αυτές το ποσοστό της αναστολής για κάθε δείγµα υπολογίζεται µε 
βάση τον τύπο 






Όπου :  
Sp είναι το ποσοστό της υπερελικωµένης µορφής στο θετικό µάρτυρα, που είναι το 
δείγµα που περιέχει το πλασµιδιακό DNA µαζί µε το ένζυµο,  
S είναι το ποσοστό της υπερελικωµένης µορφής στο εξεταζόµενο δείγµα που περιέχει 
το πλασµιδιακό DNA µε το ένζυµο και τις διαφορετικές συγκεντρώσεις του προς εξέταση 
µορίου  
Sο είναι το ποσοστό της υπερελικωµένης µορφής στον αρνητικό µάρτυρα, που είναι το 
δείγµα που περιέχει το πλασµιδιακό DNA απουσία ενζύµου.  
 Τα ποσοστά αναστολής για το κάθε εξεταζόµενο µόριο µετρήθηκαν σε τρία 
ανεξάρτητα πειράµατα. Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση 
του στατιστικού προγράµµατος ανάλυσης SPSS 13.0 (Statistical Package for Social 
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Sciences). Για τη στατιστική ανάλυση υπολογιζόταν αρχικά οι παράµετροι της περιγραφικής 
στατιστικής που είναι η µέση τιµή (mean), η τυπική απόκλιση (standard deviation) και το 
τυπικό σφάλµα (standard error). Στη συνέχεια εφαρµόστηκαν µέθοδοι επαγωγικής 
στατιστικής. Η ανεξάρτητη µεταβλητή ήταν οι συγκεντρώσεις των καθαρών 
πολυφαινολικών ενώσεων.  
H στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων έγινε µέσω ανάλυσης διακύµανσης 
ενός παράγοντα, 1- way ANOVA και οι ζευγαρωτές συγκρίσεις έγιναν µέσω του τεστ του 
Dunnet. Oι διαφορές θεωρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές µε επίπεδο στατιστικής 
σηµαντικότητας p<0,05. Στα γραφήµατα των αποτελεσµάτων παρουσιάζονται µόνο οι 
στατιστικά σηµαντικές τιµές. 
Για την σύγκριση της ανασταλτικής δράσης των φυτικών µορίων που 
χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία εκτιµήθηκε η τιµή IC50 για το κάθε µόριο. Η IC50 
(Inhibitory Concentration) αντιστοιχεί στη συγκέντρωση του µορίου στην οποία 
παρατηρείται 50% αναστολή στην δράση της τοποϊσοµεράσης ΙΙ. Μόρια µε µικρές τιµές 
IC50  αποτελούν ισχυρούς αναστολείς της τοποϊσοµεράσης ΙΙ.   
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3.1 Επίδραση κλασµάτων καθαρών µορίων στην ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση Ι 
του σίτου και την ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι. 
 
  Αρχικά µελετήθηκε η δράση των κλασµάτων των καθαρών µορίων στην ενεργότητα 
και των δύο ενζύµων, σε µια ενδεικτική συγκέντρωση (500 µM), µε απώτερο σκοπό την 
ταυτοποίηση των καθαρών µορίων ως αναστολέων της τοποϊσοµεράσης Ι. Έπειτα τα µόρια 
που ανέστειλαν τελικά τα δύο ένζυµα µελετήθηκαν σε συγκεντρώσεις 75 µM έως 1000 µM 
για την ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση Ι του σίτου και σε συγκεντρώσεις από 100 µM έως 
500 µM για την ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι.  
Επιλέχτηκε η συγκέντρωση των 500 µΜ ως αρχική συγκέντρωση για την 
ταυτοποίηση των µορίων ως αναστολέων των τοποϊσοµερασών, καθώς στόχος της µελέτης 
ήταν η εύρεση ισχυρών αναστολέων και των δύο ενζύµων. Κατά συνέπεια ήταν απαραίτητη 
η εύρεση µορίων που είναι ικανά σε µικρές συγκεντρώσεις να αναστέλλουν τη δράση των 
δύο υπό µελέτη ευκαρυωτικών τοποϊσοµερασών και ιδιαίτερα της ανθρώπινης 
τοποϊσοµεράσης Ι, προκειµένου να είναι εφικτή η προστασία έναντι του καρκίνου 
 
Ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση Ι του σίτου  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 11 12 13 
 
1. 1µg πλασµίδιο 
2. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 5a 
5. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 7b 
6. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 7bb 
7. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 8c 
8. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 11c 
9. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12e 
10. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12f 
11. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le C2 
12. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le D3 
13. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le D6 
 
Εικόνα 26: Επίδραση όλων των κλασµάτων των καθαρών µορίων στην ενεργότητα της 
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Ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι  
  
 1 2 3  4  5 6 7 8  9  10  11 12 13 
 
1. 0,25µg πλασµίδιο 
2. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 5a 
5. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 7b 
6. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 7bb 
7. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 8c 
8. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 11c 
9. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12e 
10. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12f 
11. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le C2 
12. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le D3 
13. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le D6 
 
Εικόνα 27: Επίδραση όλων των κλασµάτων των καθαρών µορίων στην ενεργότητα της 
ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι  
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3.2 Επίδραση στην ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση Ι του σίτου κλασµάτων καθαρών 
µορίων που αποµονώθηκαν από το φυτό Vicia faba 
 
Συνολικά 4 από τα 7 κλάσµατα καθαρών µορίων του φυτού Vicia faba εµφάνισαν 
αναστολή στην τοποϊσοµεράση Ι του σίτου. Τα µόρια αυτά είναι τα 7bb, 11c, 12e και το 12f 
και η ανασταλτική τους δράση µελετήθηκε περαιτέρω στις  συγκεντρώσεις των 75, 150, 
300, 500, 750 και 1000 µM. Ο ισχυρότερος αναστολέας ήταν το µόριο 7bb, το οποίο 
παρουσίασε τη µικρότερη τιµή IC50 (150 µM) και µέγιστο ποσοστό αναστολής 80%. Τα 
υπόλοιπα µόρια παρουσίασαν ικανοποιητική αναστολή µε τιµές IC50 της τάξεως των 200 
µM, 240 µM και 350 µM για τα 11c, 12e και 12f αντίστοιχα.  
 
Καθαρό µόριο 7bb 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
 
1. 1µg πλασµίδιο 
2. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 75µM 7bb 
5. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 150µM 7bb 
6. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 7bb 
7. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 7bb 
8. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 750µM 7bb 
9. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 1000µM 7bb 
 
Εικόνα 28: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 7bb στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου σε συγκεντρώσεις 75, 150, 300, 500, 750 και 1000 µM 
 
 
Γράφηµα 1: Ποσοστά αναστολής στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου από το µόριο 
7bb σε συγκεντρώσεις 75, 150, 300, 500, 750 και 1000 µM 
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Καθαρό µόριο 11c 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 1µg πλασµίδιο 
2. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 150µM 11c 
5. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 11c 
6. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 11c 
7. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 750µM 11c 
8. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 1000µM 11c 
 
Εικόνα 29: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 11c στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου σε συγκεντρώσεις 150, 300, 500, 750 και 1000 µM 
 
 
Γράφηµα 2: Ποσοστά αναστολής στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου από το µόριο 
11c σε συγκεντρώσεις 150, 300, 500, 750 και 1000 µM 
 
Καθαρό µόριο 12e 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 1µg πλασµίδιο 
2. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 150µM 12e 
5. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 12e 
6. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12e 
7. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 750µM 12e 
8. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 1000µM 12e 
Εικόνα 30: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 12e στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου σε συγκεντρώσεις 150, 300, 500, 750, 1000 µM 
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Γράφηµα 3: Ποσοστά αναστολής στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου από το µόριο 
12e σε συγκεντρώσεις 150, 300, 500, 750, 1000 µM 
 
Καθαρό µόριο 12f 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
 
1. 1µg πλασµίδιο 
2. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 75µM 12f 
5. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 150µM 12f 
6. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 12f 
7. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12f 
8. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 750µM 12f 
9. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 1000µM 12f 
 
Εικόνα 31: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 12f στην ενεργότητα της 
ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου σε συγκεντρώσεις 75, 150, 300, 500, 750 και 
1000 µM 
 
Γράφηµα 4: Ποσοστά αναστολής στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου από το µόριο 
12f σε συγκεντρώσεις 300, 500, 750 και 1000 µM 
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3.3 Επίδραση στην ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση Ι του σίτου κλασµάτων καθαρών 
µορίων που αποµονώθηκαν από το φυτό Lotus edulis 
 
 Από τα 3 κλάσµατα καθαρών µορίων του φυτού Lotus edulis που εξετάστηκαν, 
επίδραση στην ευκαρυωτική τοποϊσοµεράση Ι του σίτου εµφάνισε µόνο 1 κλάσµα και 
συγκεκριµένα το Le C2, το οποίο εξετάστηκε περαιτέρω στις συγκεντρώσεις των 75, 150, 
300, 500, 750 και 1000 µM. Συγκριτικά µε τους αναστολείς του φυτού Vicia faba, το Le C2 
αποτελεί τον ισχυρότερο αναστολέα της ευκαρυωτικής τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου, καθώς 
εµφανίζει τη µικρότερη τιµή IC50 (120 µM) και έχει µέγιστο ποσοστό αναστολής 100%. 
 
Καθαρό µόριο LeC2 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
 
1. 1µg πλασµίδιο 
2. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 75µM Le C2 
5. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 150µM Le C2 
6. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM Le C2 
7. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le C2 
8. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 750µM Le C2 
9. 1µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 1000µM Le C2 
 
Εικόνα 32: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου Le C2 στην ενεργότητα της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου σε συγκεντρώσεις 75, 150, 300, 500, 750 και 1000 µM 
 
 
Γράφηµα 5: Ποσοστά αναστολής στη δράση της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου από το µόριο 
Le C2 σε συγκεντρώσεις 75, 150, 300, 500, 750 και 1000 µM 
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3.4 Επίδραση στην ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι κλασµάτων καθαρών µορίων που 
αποµονώθηκαν από το φυτό Vicia faba  
 
Συνολικά 5 από τα 7 κλάσµατα καθαρών µορίων από το φυτό Vicia faba εµφάνισαν 
αναστολή στην ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι. Τα µόρια αυτά είναι τα 7bb, 8c, 11c, 12e και 
12f και η ανασταλτική τους δράση µελετήθηκε περαιτέρω στις συγκεντρώσεις των 100, 
200, 300, 400 και 500 µM. Ο ισχυρότερος αναστολέας ήταν το µόριο 12f, το οποίο 
παρουσίασε τη µικρότερη τιµή IC50 (110  µM) και µέγιστο ποσοστό αναστολής 100%. Τα 
υπόλοιπα µόρια παρουσίασαν ικανοποιητική αναστολή µε τιµές IC50 της τάξεως των 180 µM 
, 220 µM, 250 µM και 260 µM για τα 11c, 8c, 12e και 7bb αντίστοιχα.  
 
Καθαρό µόριο 7bb 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 0,25µg πλασµίδιο 
2. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 100µM 7bb 
5. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 200µM 7bb 
6. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 7bb 
7. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 400µM 7bb 
8. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 7bb 
 
Εικόνα 33: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 7bb στην ενεργότητα της 
ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400 και 500 µM 
 
 
Γράφηµα 6: Ποσοστά αναστολής στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι από το 
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Καθαρό µόριο 8c 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 0,25µg πλασµίδιο 
2. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 100µM 8c 
5. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 200µM 8c 
6. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 8c 
7. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 400µM 8c 
8. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 8c 
 
Εικόνα 34: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 8c στην ενεργότητα της ανθρώπινης 
τοποϊσοµεράσης Ι σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400 και 500 µM 
 
 
Γράφηµα 7: Ποσοστά αναστολής στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι από το 
µόριο 8c σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400 και 500 µM 
 
Καθαρό µόριο 11c 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 0,25µg πλασµίδιο 
2. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 100µM 11c 
5. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 200µM 11c 
6. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 11c 
7. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 400µM 11c 
8. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 11c 
 
Εικόνα 35: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 11c στην ενεργότητα της 
ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400 και 500 µM 
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Γράφηµα 8: Ποσοστά αναστολής στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι από το 
µόριο 11c σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400 και 500 µM 
 
Καθαρό µόριο 12e 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 0,25µg πλασµίδιο 
2. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 100µM 12e 
5. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 200µM 12e 
6. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 12e 
7. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 400µM 12e 
8. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12e 
 
Εικόνα 36: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 12e στην ενεργότητα της 




Γράφηµα 9: Ποσοστά αναστολής στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι από το 
µόριο 12e σε συγκεντρώσεις 200, 300, 400 και 500 µM. 
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Καθαρό µόριο 12f 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 0,25µg πλασµίδιο 
2. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 100µM 12f 
5. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 200µM 12f 
6. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM 12f 
7. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 400µM 12f 
8. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM 12f 
 
Εικόνα 37: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου 12f στην ενεργότητα της 




Γράφηµα 10: Ποσοστά αναστολής στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι από το 
µόριο 12f σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400 και 500 µM 
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3.5 Επίδραση στην ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι κλασµάτων καθαρών µορίων που 
αποµονώθηκαν από το φυτό Lotus edulis 
 
 Από τα 3 κλάσµατα καθαρών µορίων του φυτού Lotus edulis µόνο το κλάσµα Le C2 
εµφάνισε ικανότητα αναστολής της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι. Συγκεκριµένα, το Le C2 
αποτελεί ένα ισχυρό αναστολέα της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι, όπως υποδεικνύεται 
από την τιµή IC50 (150 µM) και το µέγιστο ποσοστό αναστολής που φθάνει σε 100%. 
 
Καθαρό µόριο LeC2 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
 
1. 0,25µg πλασµίδιο 
2. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου 
3. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 800µg/ml µεθανολικό εκχύλισµα σταφυλιών 
4. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 100µM Le C2 
5. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 200µM Le C2 
6. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 300µM Le C2 
7. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 400µM Le C2 
8. 0,25µg πλασµίδιο + 1unit ενζύµου + 500µM Le C2 
 
Εικόνα 38: Επίδραση του κλάσµατος καθαρού µορίου Le C2 στην ενεργότητα της 




Γράφηµα 11: Ποσοστά αναστολής στη δράση της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι από το 
µόριο LeC2 σε συγκεντρώσεις 100, 200, 300, 400 και 500 µM 
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Παρακάτω παρατίθενται συνοπτικά σε γραφήµατα οι τιµές IC50 που εµφανίζει κάθε 
καθαρό πολυφαινολικό µόριο για τα δύο ένζυµα. 
  
 
Γράφηµα 12: Τιµές IC50 των καθαρών πολυφαινολικών µορίων για την ευκαρυωτική 




Γράφηµα 13: Τιµές IC50 των καθαρών πολυφαινολικών µορίων για την ανθρώπινη 
τοποϊσοµεράση Ι 
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 Τα ψυχανθή αποτελούν µια από τις πολυπληθέστερες οµάδες των δικοτυλήδονων 
φυτών και ανήκουν στην οικογένεια Leguminosae. Οι καρποί των ψυχανθών, τα όσπρια, 
αποτελούν σηµαντικό συστατικό της Μεσογειακής διατροφής, καθώς περιέχουν µια 
πληθώρα θρεπτικών συστατικών, όπως για παράδειγµα ανόργανα στοιχεία όπως Ca, Fe, K, 
Mg, Zn, ιχνοστοιχεία, φυτικές ίνες και ποικίλες φυτοχηµικές ουσίες (Madar et al., 2002). 
Εκτός από τα προαναφερθέντα συστατικά τα ψυχανθή είναι πλούσια και σε πολυφαινόλες. 
 Οι πολυφαινόλες συναντώνται κυρίως στο κυτταρικό τοίχωµα και αποτελούν ενώσεις 
µε ευεγερτικές επιδράσεις στην ανθρώπινη υγεία. Κατηγοριοποιούνται σε φαινολικά οξέα, 
φλαβονοειδή, στιλβένια και λιγνάνες (Nichenametla et al., 2006). Εκτός από τα όσπρια, 
τροφές πλούσιες σε πολυφαινόλες είναι τα φρούτα, τα λαχανικά, το κρασί, το τσάι, ο 
καφές, το κακάο, τα δηµητριακά και το ελαιόλαδο (Scalbert et al., 2005). Οι πολυφαινόλες 
εµφανίζουν σπουδαία αντιοξειδωτική δράση, όπως επίσης και χηµειοπροστατευτική δράση 
έναντι διάφορων τύπων καρκίνων (Dragsted et al., 2003). Η ισχυρή αντιοξειδωτική τους 
δράση οφείλεται στην ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τις ελεύθερες ρίζες και να 
ενεργοποιούν ένζυµα µε αντιοξειδωτική λειτουργία (Heim et al., 2002). Η ικανότητα των 
πολυφαινολών να δρουν ως χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες αποδίδεται, µεταξύ άλλων, 
και στη δυνατότητα αναστολής της δράσης των τοποϊσοµερασών, λειτουργώντας είτε ως 
καταλυτικοί αναστολείς είτε ως καταστολείς-δηλητήρια (poisons) των ενζύµων σε καρκινικά 
κύτταρα-στόχους (Chowdhury et al., 2002). 
 Οι τοποϊσοµεράσες αποτελούν απαραίτητα ένζυµα για την κυτταρική επιβίωση, 
καθώς συµµετέχουν σε διεργασίες µεταβολισµού του DNA, όπως η αντιγραφή, η 
µεταγραφή και η συµπύκνωση της χρωµατίνης. Η συγκέντρωση των ενζύµων είναι χαµηλή 
στα κύτταρα σε φυσιολογικές συνθήκες, ενώ παρατηρείται αύξηση στην έκφρασή τους σε 
καρκινικά κύτταρα, καθώς αυτά τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται µε γρήγορους ρυθµούς 
(Froelich-Ammon et al., 1995). Αυτή η παρατήρηση έχει οδηγήσει στην αναζήτηση 
αναστολέων των ενζύµων, µε απώτερο σκοπό την πρόληψη της εξέλιξης του καρκίνου.  
 Οι γνωστοί φυτικοί αναστολείς των τοποϊσοµερασών περιλαµβάνουν την 
καµπτοθεκίνη για την τοποϊσοµεράση Ι και την ετοποσίδη για την τοποϊσοµεράση ΙΙ. 
Αρκετές µελέτες έχουν εξετάσει την ικανότητα διαφορετικών φυτικών πολυφαινολών να 
αναστέλλουν τη δράση των τοποϊσοµερασών. Στόχος των ερευνών είναι η διαµόρφωση 
µιας διατροφής, η οποία θα περιέχει συστατικά µε χηµειοπροστατευτικές ιδιότητες µε σκοπό 
την παρεµπόδιση ή την καταστολή της διαδικασίας της καρκινογένεσης.  
 Στην παρούσα εργασία εξετάστηκε η επίδραση κλασµάτων καθαρών µορίων από 
φυτά της οικογένειας Leguminosae στην ενεργότητα δύο διαφορετικών τοποϊσοµερασών, 
της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου και της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι. Συνολικά 
µελετήθηκαν 10 κλάσµατα καθαρών µορίων, από τα οποία τα 7 αποµονώθηκαν από 
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µεθανολικό εκχύλισµα του φυτού Vicia faba και τα 3 αποµονώθηκαν από µεθανολικό 
εκχύλισµα του φυτού Lotus edulis. Η ταυτοποίηση των κλασµάτων έδειξε ότι πρόκειται για 
πολυφαινολικές ενώσεις, οι οποίες στην πλειοψηφία τους αποτελούν γλυκοσίδια της 
καιµπφερόλης, εκτός από µία ένωση που είναι γλυκοσίδιο της κερκετίνης (Vf 5α) και µία 
ένωση που δεν ανήκει στα φλαβονοειδή (Vf 7b). Ως τώρα πάνω από 200 γλυκοσίδια 
καιµπφερόλης έχουν εντοπιστεί σε ποικίλες φυτικές πηγές (Crozier et al, 2006).  
 Στην παρούσα µελέτη ταυτοποιήθηκαν καταλυτικοί αναστολείς της τοποϊσοµεράσης 
Ι. Από τα καθαρά µόρια του φυτού Vicia faba ταυτοποιήθηκαν 4 µόρια (12f, 12e, 7bb και 
11c) ως καταλυτικοί αναστολείς και των δύο τοποϊσοµερασών. Είναι σηµαντικό να 
αναφερθεί ότι τα µόρια αυτά παρουσιάζουν διαφορετική ικανότητα αναστολής ανάλογα µε 
την τοποϊσοµεράση. Ενδεικτικά, το µόριο 7bb, ενώ αποτελεί τον ισχυρότερο αναστολέα της 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου (IC50 150 µM), αποτελεί τον ασθενέστερο αναστολέα της 
ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι (IC50 260 µM). Παροµοίως, το µόριο 12f παρουσίασε ισχυρή 
καταλυτική αναστολή της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι (IC50 110 µM), αλλά την 
ασθενέστερη καταλυτική αναστολή της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου (IC50 350 µM). Άλλα 
µόρια εµφάνισαν παρόµοιες δυνατότητες αναστολής και των δύο ενζύµων. Ενδεικτικά το 
µόριο 11c αναστέλλει την τοποϊσοµεράση Ι του σίτου µε IC50 200 µM και την ανθρώπινη 
τοποϊσοµεράση Ι µε IC50 180 µM. Παροµοίως, το µόριο 12e αναστέλλει την τοποϊσοµεράση Ι 
του σίτου µε IC50 240 µM και την ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι µε IC50 250 µM. Επιπλέον 
παρατηρήθηκε ότι η ανθρώπινη τοποϊσοµεράση Ι αναστέλλεται από το µόριο 8c (IC50 220 
µΜ), το οποίο όµως δεν αναστέλλει την τοποϊσοµεράση του σίτου.  
 Σε προηγούµενες εργασίες τα φλαβονοειδή, όπως η κερκετίνη και η καιµπφερόλη 
καθώς και γλυκοσίδιά τους έχουν χαρακτηριστεί ως ισχυροί αναστολείς των 
τοποϊσοµερασών Ι και ΙΙ (Webb et al., 2004). Από τα αποτελέσµατα ταυτοποιήθηκαν 5 
κλάσµατα που δρουν ως καταλυτικοί αναστολείς της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι. Επειδή 
τα κλάσµατα που µελετήθηκαν αποτελούνται από καθαρές πολυφαινολικές ενώσεις είναι 
εφικτή η συσχέτιση των δοµικών τους χαρακτηριστικών µε την ιδιότητά τους να δρουν ως 
αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι. Οι διαφορές στην ανασταλτική δράση των µορίων 
µπορούν να αποδοθούν στην διαφορετική στερεοχηµική διαµόρφωση, στον αριθµό και τη 
διαθεσιµότητα των υδροξυλοµάδων, καθώς και στις θέσεις γλυκοσυλίωσης των 
υδροξυλοµάδων και την δοµή του σακχάρου. Όπως προαναφέρθηκε, οι ενώσεις των 
κλασµάτων είναι στην πλειοψηφία τους γλυκοσίδια καιµπφερόλης, οι οποίες παρά τη 
γλυκοσυλίωσή τους, φέρουν στη δοµή τους χαρακτηριστικά που είναι σηµαντικά για την 
ικανότητα των φλαβονοειδών να αναστέλλουν τη δραστικότητα των τοποϊσοµερασών. 
Συγκεκριµένα, φέρουν µια υδροξυλοµάδα στον δακτύλιο Β (C4΄), µια υδροξυλοµάδα στη 
θέση C3 και C7 του βασικού ανθρακικού σκελετού των φλαβονοειδών και διπλό δεσµό µαζί 
µε την οξο-θέση στη γέφυρα του πυρανικού δακτυλίου C, τα οποία καθιστούν τα 
φλαβονοειδή ισχυρούς αναστολείς των τοποϊσοµερασών (Constantinou et al., 1995). Όλα 
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τα µόρια που δρουν ως αναστολείς της τοποϊσοµεράσης Ι αποτελούν γλυκοσίδια της 
καιµπφερόλης και διαθέτουν τα προαναφερθέντα χαρακτηριστικά. Το µόριο Vf 7b, που δεν 
ανέστειλε την τοποϊσοµεράση Ι, δεν ανήκει στα φλαβονοειδή. Επίσης, το µόριο Vf 5α, που 
αποτελεί γλυκοσίδιο της κερκετίνης, δεν ανέστειλε την τοποϊσοµεράση Ι. Προηγούµενες 
µελέτες έχουν δείξει ότι η κερκετίνη αποτελεί ισχυρό αναστολέα των τοποϊσοµερασών Ι και 
ΙΙ και συγκεκριµένα κατατάσσεται στους καταστολείς-δηλητήρια (poisons). Η κερκετίνη 
σχηµατίζει ένα τριµερές σύµπλοκο µε την τοποϊσοµεράση και την αλυσίδα του DNA, και µε 
τον τρόπο αυτό σταθεροποιεί το παροδικό σύµπλοκο ενζύµου-DNA και εµποδίζει την 
επανένωση των αλυσίδων του DNA, µια απαραίτητη διαδικασία στην καταλυτική δράση της 
τοποϊσοµεράσης. Η ικανότητα της κερκετίνης να σταθεροποιεί το παροδικό σύµπλεγµα της 
τοποϊσοµεράσης Ι µε το DNA εξαρτάται από τα δοµικά της χαρακτηριστικά και συγκεκριµένα 
απαιτεί υδροξυλικές υποκαταστάσεις στις θέσεις 5 και 7 του φαινολικού δακτυλίου. Το 
µόριο Vf 5α έχει σάκχαρα συνδεδεµένα στις υδροξυλικές οµάδες του C3 και C7 και είναι 
πιθανό η παρουσία των σακχάρων να εµποδίζει την ικανότητα αναστολής της 
τοποϊσοµεράσης. Εναλλακτικά το γεγονός ότι το µόριο Vf 5α δεν παρουσίασε ανασταλτική 
δράση µπορεί αν οφείλεται στο πειραµατικό πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε στην παρούσα 
µελέτη, το οποίο επιτρέπει την ταυτοποίηση καταλυτικών αναστολέων της τοποϊσοµεράσης 
Ι και διαφέρει σηµαντικά από το πειραµατικό πρωτόκολλο που εφαρµόζεται για την 
αναζήτηση καταστολέων που λειτουργούν ως δηλητήρια (poisons) των τοποϊσοµερασών.  
 Όλα τα καθαρά µόρια που αποµονώθηκαν από το εκχύλισµα του φυτού Lotus edulis 
αποτελούν γλυκοσίδια καιµπφερόλης. Το µόριο Le C2 έδειξε την µέγιστη αναστολή, τόσο 
της τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου, µε τιµή IC50 120 µM, όσο και της ανθρώπινης 
τοποϊσοµεράσης Ι, µε τιµή IC50 150 µM. Αντιθέτως, τα µόρια Le D3 και Le D6 δεν 
παρουσίασαν αναστολή των ευκαρυωτικών τοποϊσοµερασών. Το µόριο Le C2 διαφέρει από 
το Le D6 ως προς µια ακετυλοµάδα και από το Le D3 ως προς το σάκχαρο που είναι 
συνδεδεµένο στην υδροξυλοµάδα στη θέση του C3. Φαίνεται ότι τα δοµικά χαρακτηριστικά 
που φέρει το µόριο Le C2 το καθιστούν πιο αποτελεσµατικό αναστολέα της τοποϊσοµεράσης 
Ι.  
 Γενικά, η διαφορετική επίδραση των µορίων στην δράση της τοποϊσοµεράσης Ι 
οφείλεται στην διαφορετική δοµή τους, µε αποτέλεσµα να διαφέρει ο µηχανισµός 
αλληλεπίδρασης του κάθε µορίου µε το ένζυµο. Όµως είναι ιδιαίτερα σηµαντικό το γεγονός 
ότι κάποια από τα πολυφαινολικά καθαρά µόρια που εξετάστηκαν είναι ικανά να 
αναστέλλουν και τα δύο ένζυµα, εµφανίζοντας µάλιστα δοσοεξαρτώµενη αναστολή. Η κοινή 
αναστολή των τοποϊσοµερασών υποδηλώνει τις οµοιότητες που µοιράζονται τα δύο ένζυµα, 
καθώς και τα δύο προέρχονται από ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Επιπλέον αξιοσηµείωτο 
είναι το γεγονός ότι το µόριο Le C2 από το φυτό Lotus edulis αποτελεί τον ισχυρότερο 
αναστολέα και των δύο ενζύµων µε παρόµοιες τιµές IC50. Συνεπώς, θα ήταν σηµαντική η 
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περαιτέρω µελέτη και η ταυτοποίηση των δοµικών περιοχών της ένωσης Le C2 που 
συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση µε τις ευκαρυωτικές τοποϊσοµεράσες.   
 Είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι το µόριο Le C2 εµφανίζει ισχυρή αντιοξειδωτική 
ικανότητα (εξουδετέρωση της ελεύθερης ρίζας DPPH.), καθώς και προστατευτική δράση 
ενάντια σε µονόκλωνα σπασίµατα που προκαλούνται στο DNA από ελεύθερες ρίζες (OH. και 
ROO.). Επιπλέον, διαθέτει και ισχυρή αντιµεταλλαξιγόνο δράση, η οποία ταυτοποιήθηκε µε 
αναστολή της µεταλλαξιγένεσης που επάγεται από µπλεοµυκίνη σε βακτηριακά στελέχη 
Salmonella typhimurium (Spanou et al., 2008). Οι προαναφερθείσες ιδιότητες καθιστούν 
το µόριο Le C2 σηµαντικό αντικαρκινικό παράγοντα.  
Η ικανότητα των µορίων να αναστέλλουν τη δράση της ευκαρυωτικής 
τοποϊσοµεράσης Ι του σίτου και της ανθρώπινης τοποϊσοµεράσης Ι, τα καθιστά σηµαντικούς 
χηµειοπροστατευτικούς παράγοντες και πιθανούς αντικαρκινικούς παράγοντες. Ως 
αντικαρκινικοί παράγοντες τα πολυφαινολικά µόρια µπορούν να επέµβουν και να 
αναστείλουν ή ακόµα και να διακόψουν τη διαδικασία της καρκινογένεσης, ενώ ως 
χηµειοπροστατευτικοί παράγοντες µπορούν να βοηθήσουν στη διαµόρφωση της 
κατάλληλης διατροφής, η οποία θα συµβάλλει στην πρόληψη του καρκίνου. Κατά συνέπεια, 
µε τα υπάρχοντα δεδοµένα διευρύνονται οι τωρινές προοπτικές για την αντιµετώπιση του 
καρκίνου, που αφορά τόσο την πρόληψη όσο και θεραπεία του. Σε επόµενο στάδιο 
σηµαντική είναι η µελέτη της επίδρασης των ενώσεων στην ανάπτυξη και πολλαπλασιασµό 
διαφορετικών καρκινικών κυττάρων και περαιτέρω σε µελέτες βιοδιαθεσιµότητας σε 
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